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Uber den EinfluG der Maisnahrung auf die Stickstoff-, 
Kreatinin- und Kreatinausscheidung bei Kaninchen und auf die 


Gewichtskurve der Meerschweinchen. 
(Zur Biochemie der Pellagra.) 


Von 
Alexander Palladin und Katharina Kratinowa. 
(Aus der Forschungsanstalt fiir Biochemie zu Charkow.) 
(Eingegangen am 31, Mdrz 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Da die Maisnahrung in Verbindung gebracht wird mit der Pellagra- 
erkrankung, so war in den letzten 20 Jahren die Frage nach dem Nahr- 
wert des Maises mehr als einmal der Gegenstand von Untersuchungen 
gewesen. Obwohl bekanntlich die Pellagra auch beim Fehlen von Mais 
in der Nahrung entstehen kann, so beginnen doch praktisch die Pellagra- 
erkrankungen gewohnlich erst mit der Einfiihrung der Maiskultur in 
der betreffenden Gegend und mit dem Ubergang der Bevélkerung zu 
einer Nahrung, die vorzugsweise aus diesem Produkt besteht, und um- 
gekehrt, die Krankheit verschwindet mit der Einschrankung des Mais- 
genusses. 

So wurde in Agypten im Jahre 1840 mit der Anpflanzung des Maises 
begonnen, und im Jahre 1847 traten die ersten Fille von Pellagra auf. 
In Spanien begann die Pellagra gleichfalls mit der Einfiihrung der Mais- 
kultur und war dort im Laufe von zwei Jahrhunderten eine gewéhnliche 
Erscheinung. Jetzt aber, wo die Anbauflache des Maises verkleinert und 
diejenige des Roggens, Weizens und Hafers vergréBert wurde, ist die 
Pellagra fast ganzlich verschwunden. 

Trotz dieser augenscheinlichen Beziehung zwischen der Maisnahrung 
und der Pellagra ist die Frage nach der Atiologie der Pellagra, nach der 
Entstehungsursache jener pathologischen Verinderungen im Leben des 
Organismus, die fiir die Pellagra charakteristisch sind, bis auf den heutigen 
Tag noch nicht endgiiltig gelést. Ob nun bei der Entstehung der Pellagra 
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das Fehlen der Vitamine im Mais die Hauptrolle spielt, ober ob die Ursache 
in einer Minderwertigkeit seiner EiweiBe zu suchen ist, oder endlich, ob 
das Verhiltnis zwischen den EiweiBen und der im Mais reichlich enthaltenen 
Starke kein fiir den Organismus zweckmaBiges ist, dariiber gehen die 
Meinungen auseinander. 

Es gibt ziemlich viele Untersuchungen, deren Zweck es war, die 
Zusammensetzung des Maises, seinen Gehalt an Vitaminen sowie den 
biologischen Wert seiner Eiweibe festzustellen, ebenso gibt es eine Reihe 
von Versuchen, die Pellagra bei Tieren experimentell zu erzeugen und 
auf diese Weise den EinfluB des Maises auf den tierischen Organismus 
aufzuklaren. 

Diese Untersuchungen haben gezeigt, daB der Mais (ganze Kiérner) 
arm an A-Vitaminen ist [Hogan'), Mec Collum, Simmonds und Pitz?)). 
Die B-Vitamine sind im Mais in vollstandig geniigender Menge enthalten 
(Mc Collum, Simmonds und Pitz), wobei entsprechend den Untersuchungen 
von Chicke und Hume*), Voegtlin, Lake und Meyers*) die B-Vitamine 
vorzugsweise in dem Keimteil des Kornes, sowie im Perikarp enthalten 
sind. Nach Voegtlin und Meyers kénnen die Maiskérner ohne den Keimling 
dem tierischen Organismus die fiir ihn notwendigen Mengen an B-Vitaminen 
nicht liefern. Die C-Vitamine fehlen nach den Untersuchungen von Hdlst 
und Fréhlich®) im Mais fast vollstandig. 

Was wissen wir nun betreffs der in den Maiskérnern enthaltenen 
EiweiBsubstanzen ? Die verschiedenen EiweiBsubstanzen haben, wie die 
Untersuchungen von Réhmann, Willcook und Hopkins, Osborne und Mendel ®) 
gezeigt haben, je nach ihrem Gehalt an Aminosiéuren einen verschiedenen 
biologischen Wert; die einen von ibnen sind vollwertig und kénnen den 
Bedarf des tierischen Organismus an EiweiBsubstanzen (an allen ihm 
notwendigen Aminosiéuren) vollstaéndig decken; andere dagegen sind 
minderwertig: sie enthalten entweder gar nicht oder nur in zu geringen 
Mengen einige der fiir den tierischen Organismus notwendigen Amino- 
situren, die er auf dem Wege der Synthese nicht bilden kann. Die Fiweib- 
substanzen des Maises bestehen aus [Jons, Finks und Paul’)]: 


Globulin und Albumin. . . . . . 21,3 Proz. 
OS a ee 
0 EE ee 
in Alkohol Unléslichem ..... 5,9 


Von diesen EiweiBen stellt das Glutenin ein biologisch vollwertiges 
Eiwei®B dar, wahrend das Zein nach den Untersuchungen von Wiillcook 
und Hopkins, Henriques, Osborne und Mendel ein minderwertiges ist; nun 
aber entfallen auf das Zein 41,4 Proz. samtlicher MaiseiweiBe. Infolgedessen 
halten Osborne und Mendel die MaiseiweiBe iiberhaupt fiir minderwertig; 


1) Hogan, Journ. of biol. Chem. 27, 193, 1916. 

2) Mc Collum, Simmonds and Pitz, ebendaselbst 28, 153, 1916. 

3) Chicke und Hume, Proc. Roy. Soc., B. 90, 44, 1917 

*) Voegtlin, Lake und Meyers, Amer. Journ. of Physiol. 48, 504, 1919, 

5) Hélst und Fréhlich, Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskrankh. 72, 
1, 1912. 

®) Osborne und Mendel, Journ. Biol. Chem. 14, 31, 1913. 
7) Jons, Finks und Paul, ebendaselbst 41, 191, 1920. 
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in Ubereinstimmung hiermit fand Hogan, daB die Maisfiitterung der Schweine 
ihren Bedarf an EjiweiBsubstanzen nicht befriedigen kann. Mc Collum 
und Simmonds') halten gleichfalls die Maiseiweibe fiir minderwertig: 
nach ihrer Ansicht enthalt der Mais simtliche notwendigen Aminosiuren, 
jedoch nicht in der nétigen Proportion. Andererseits glaubt Funk?), der 
sich auf die Versuchsresultate von Weil und Mauriquand®), Huques, Voegtlin, 
Lake und Meyers stiitzt, bei deren Versuchen Végel, die mit Mais gefiittert 
worden waren, sich vollstaéndig normal fiihlten*), den Mais in bezug auf 
seine EiweiBsubstanzen nicht als ein minderwertiges Produkt ansehen zu 
konnen. 

Da im Mais einige Vitamine fehlen, so konnte man erwarten, dal die 
Maisnahrung bei Tieren irgend eine von den uns bekannten <A vitaminosen, 
d. h. eine der durch das Fehlen von Vitaminen in der Nahrung bedingten 
Krankheiten hervorrufen wird. Schaumann, der Kaninchen mit Mais 
fiitterte, beobachtete bei ihnen Beriberi; aber Funk bemerkt mit Recht, 
daB, da der Mais reich am B-Vitamin ist, dies nicht Beriberi, sondern wahr- 
scheinlich Skorbut war. Nach Bezzola®) ruft die Maisnahrung bei Meer- 
schweinchen Haarausfall, Verlust des Appetits, Verdauungsstérungen und 
Tod hervor. Dies wurde von Lucksch*) bestatigt, der gefunden hatte, daB 
auch Kaninchen die Maisnahrung nicht vertragen. Holst fand, daB Mais, 
da er des C-Faktors entbehrt, bei Meerschweinchen Skorbut hervorruft, und 
sieht als Skorbut diejenigen Erscheinungen an, die Bezzola und andere 
beobachtet haben. Rondony ist gleichfalls der Ansicht, daB die Maisnahrung 
hei Meerschweinchen Skorbut, aber keine Pellagra hervorruft. 

Bei diesen Untersuchungen wurde die Minderwertigkeit des Maiszeins 
nicht beriicksichtigt, so daB wir nicht sagen kénnen, inwiefern die beob- 
achteten Stérungen durch das Fehlen des C-Faktors oder durch die Armut 
am A-Faktor bedingt waren und eine reine Avitaminose darsteliten, und 
inwieweit fiir die Entwicklung derselben die EiweiBsubstanzen des Maises 
verantwortlich zu machen sind. 

Gegenwirtig gibt es eine Reihe von Untersuchungen [4. Palladin’®), 
A. Palladin und Kudrjawzewa*), Bickel®), Collazo™), Kudrjawzewa"™), 
Alpern u. a.}, in denen der EinfluB der einen oder anderen Avitaminose- 
form auf die Stoffwechselprozesse studiert wurde. Durch diese Unter- 
suchungen wurde festgestellt, daB die Fiitterung der Tiere mit vitamin- 
freier Nahrung stets an bestimmten Teilen der Stoffwechselprozesse 
(hauptsachlich an Kohlehydrat- und endogenen Stickstoff-Kreatin- 


1) Me Collum und Simmonds, Journ. of biol. Chem. 82, 29, 1917. 

2) C. Funk, Die Vitamine. 1924. 

3) Weil und Mauriquand, C. r. Soe. Biol. 80, 372, 1917. 

*) Woraus diese Autoren folgern, daB der Mais eine fiir Vogel voll- 
standig hinreichende Menge vollwertiger EiweiBe enthalt. 

5) Bezzola, Zeitschr. f. Hygiene 56, 75, 1907. 

6) Lucksch, ebendaselbst 58, 474, 1908. 

7) Alexander Palladin, diese Zeitschr. 152, 228, 1924. 

8) A. Palladin und A. Kudrjawzewa, ebendaselbst 152, 373, 1924. 

*) Bickel, Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 4. 

') Collazo, diese Zeitschr. 184, 1922. 

") Kudriawzewa, ebendaselbst 154, 104, 1924. 
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stoffwechsel) in bestimmter Weise sich kundgibt. Wir hielten es deshalb 
fiir notwendig, den EinfluBb des Maises auf die Stoffwechselprozesse zu 
studieren und, falls irgendwelche St6érung in denselben eintreten wiirde, 
sie mit denjenigen, die fiir andere Avitaminosen festgestellt sind, zu 
vergleichen. Die vorliegenden Untersuchungen hatten denn auch den 
Zweck, den EinfluB der Maisnahrung auf die Prozesse des Stickstoff- 
bzw. Kreatinstoffwechsels klarzustellen. 


I. Versuche iiber den Stoffwechsel bei Kaninchen. 

Als Versuchstiere dienten erwachsene Kaninchen, deren Nahrung 
in der Vorversuchsperiode aus Hafer und Riiben bestand. Wahrend 
der ganzen Versuchszeit befanden sich die Kaninchen in speziellen 
Kafigen, die fiir die Sammlung des Harns und der Fizes bei Stoff- 
wechselversuchen dienen. Diese Kiafige waren so eingerichtet, daB 
die Kaninchen keine Méglichkeit hatten, ihre Fazes zu fressen, was 
bei Arbeiten mit vitaminfreier Nahrung eine notwendige Bedingung 
ist. da ja in den Fazes Vitamine enthalten sind (Abderhalden, Portier 
und Randoin). Der Harn wurde jeden zweiten Tag gesammelt, so dab 
die in den Tabellen angefiihrten Zahlen den Gehalt der einen oder 
anderen Substanzen im 4S8stiindigen Harn (d.h. die Mengen der im 
Laufe von 48 Stunden ausgeschiedenen Substanzen) angeben. 

Im Harn wurde der Gehalt an Gesamtstickstoff nach der Methode 
von Folin-Farmer-Gulick und an Kreatinin und Kreatin nach der 
Methode von Folin und Morris bestimmt. Nach dem Tode der Tiere 
wurde in ihren Muskeln der Kreatingehalt nach der von Riesser an- 
gegebenen und von A. Palladin') modifizierten Methode bestimmt. 

Um den EinfluB8 des Maises auf den Kreatinstoffwechsel auf- 
zukliren, bekamen die Kaninchen als Nahrung gewoéhnlichen Mais 
(ganze, trockene Kérner). Die Versuche zeigten vor allem, dal} der 
Mais, in Ubereinstimmung mit den Angaben von Schaumann, keine 
Nahrung darstellt, die siimtliche Bediirfnisse des tierischen (Kaninchen-) 
Organismus an Nahrungssubstanzen befriedigen kénnte, und die 
Kaninchen gingen nach langerer oder kiirzerer Zeit (im Durchschnitt 
nach 50 bis 70 Tagen) ein. Ferner hat die Maisnahrung einen schlechten 
EinfluB auf den Appetit der Kaninchen; sie fressen nur wenig Mais 
und ungern; durchschnittlich fressen sie im Laufe des Tages nur 20 bis 
40 g¢ Mais auf. 

Das Gewicht der Kaninchen nimmt bei der Maisnahrung ununter- 
brochen ab, und zwar zuniachst langsam, dann schneller, so daB sie 
zu der Zeit, wo der Tod eintritt, bis zu 50 Proz. ihres Anfangsgewichts 


verloren haben. 


1) A. Palladin und A. Rudrjawz wa, diese Zeitschr, 133, 1922. 
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Was die Ausscheidung des Gesamtstickstoffs, Kreatinins und 
Kreatins anbelangt, so nimmt, wie aus Tabelle I, in der das Protokoll 
eines solcher Versuche angefiihrt ist, zu ersehen ist, die Ausscheidung 
des Gesamtstickstoffs zunachst leicht zu (wihrend sie in der Norm im 
Laufe von 24 Stunden durchschnittlich 0.847 g ausmacht, betrigt sie 
in den ersten 10 Tagen der Maisnahrung fiir dieselbe Zeit durchschnittlich 
0,864 g), dann ab und halt sich wahrend der ganzen iibrigen Periode 
fast auf gleicher Héhe (etwa 0,620 bis 0,670 g pro 24 Stunden), um in 
den letzten 2 bis 4 Tagen vor dem Tode einen starken Anstieg auf- 
zuweisen. Bei der Umrechnung der gesamten ausgeschiedenen Stick- 
stoffmengen auf Kilogramm Kérpergewicht der Kaninchen erhalt man 
ein solches Bild, daB im allgemeinen wahrend der ganzen Zeit der Mais 
nahrung (mit Ausnahme der letzten 2 bis 4 Tage) pro Kilo Koérper- 
gewicht dieselbe Stickstoffmenge ausgeschieden wird, die ungefihr 
derjenigen gleich ist, wie sie auch in der Norm ausgeschieden wird 

Der Kreatinin- und Kreatinstoffwechsel ist bei der Maisnahrung 
in bedeutend héherem Mabe gestért. Vor allem ist das Auftreten von 
Kreatin im Harn zu betonen, das normalerweise im Harn nicht ent- 
halten ist und einige Tage (6 bis 8) nach Beginn der Maisperiode auftritt 
Die Menge des ausgeschiedenen Kreatins nimmt zuniichst (bis Ende 
der vierten Woche) zu, beginnt dann langsam abzunehmen, um in den 
letzten 4 Tagen vor dem Tode einen Anstieg zu geben. 

Die Kreatininausscheidung bleibt mit dem Ubergang zur Mais- 
nahrung zunichst unverindert, nimmt jedoch dann langsam, aber 
ununterbrochen ab und steigt vor dem Tode wiederun leicht an. Wenn 
wir den Kreatinin- und Kreatinstickstoff (in Summa) in Prozenten 
des Gesamtstickstoffs ausdriicken, so sehen wir, da in den ersten 
4 Versuchswochen in Form von Kreatinin- und Kreatinstickstoff im 
allgemeinen in 24 Standen ein und derselbe Prozentsatz des Gesamt- 
stickstoffs des Harns (2,4 bis 2,8 Proz.) ausgeschieden wird: in der 
Folge jedoch nimmt diese GréBe leicht ab, um in den letzten Tagen 
vor dem Tode einen Anstieg zu geben. Der Kreatininkoeffizient, d. h. die 
24stiindige Kreatinin- und Kreatinstickstoffmenge. umgerechnet auf 
Kilogramm Koérpergewicht und ausgedriickt in Milligrammen, west in 
der zweiten bis dritten Woche der Versuchsperiode (der Zeit, wo das 
Kreatin auftritt und seinen Héhepunkt erreicht) einen Jeichten Anstieg 
auf, der in dem angefiihrten Versuche nicht besonders stark, in den 
anderen starker ausgesprochen ist, nimmt dann ab, um unter die Norm 
zu sinken. Auf diesen niedrigen Zahlen halt sich der Kreatininkoe/fizient 
im Laufe des ganzen zweiten Monats und gibt nur in den letzten 2 bis 


4 Tagen einen starken Anstieg. 
Worauf weist nun ein solches Bild der Gesamtstickstoff-, Kreatinin- 
und Kreatinstickstoffausscheidung bei Kaninchen bei ausschlieBlicher 
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Tabelle I. 





Datum 


12. IX, 
14. TX. 
22. 1X. 
24. 1X. 
26, IX. 


28, IX. 
30. 1X. 
2, X. 
+. X. 
6. NX. 


Durchschn 


_® # 
lO, X, 
12. X 
14. X 
16. XN, 


18. X. 
20. X. 
23. X. 
24. X. 
26. X. 


19. XI 
21. XI. 
23. XI. 
26. X1. 
28. XT. 
Durchschn 
30. XT. 


Durchschn 





Durchschn. 


Durchschn. 


Durchschn. 


2. XII. 
4. X11. 
6. X11, 


Durchschn. 


8. XI. 
10. X LL. 


Korpe Tr. 


yewicht 


8 
2250 
2244 
2247 
2200 
2213 

pro Tag 


2203 
2226 
2172 
2146 
2046 


pro Tag 


2024 
1940 
1959 
1863 
1717 
pro Tag 
1762 
1685 
1654 
1630 
1639 
pro Tag 
1723 
1705 
1671 
1665 
1666 


. pro Tag 


1667 
1629 
1630 
1622 
1572 
pro Tag 
1538 
1494 
1456 
1390 
pro Tag 
1196 
1112 
pro Tag 


Zweis 
tagige 
Harn: 


menge 
ccm 


74 

5O 

45 
120 
120 
41 


150 
150 
150 
97 
165 
71 


130 
160 

45 
200 


Gehalt der Harnmenge 


Ges«N 


8 
2.000 
1,219 
1.000 
2.500 
1.754 
O.S47 


2.564 
1,291 
1.369 
1.333 
2.083 


0.564 


1,369 
1,724 
0.729 
2.083 
2.500 
0.840 


1,041 
2.000 
1,630 
1.666 
1,428 
0.776 


24 
28 
11 
112 
0,833 
0,620 


1,282 
0,952 
1,298 
1,332 
1,428 
0.629 
1,369 
1,317 
1.562 
1,041 
0.673 
1,722 
2.500 
1.055 


— if =} 


Ges«N 
pro ky 
Korpers 
gewicht 
& 
08 
O5 
0.4 
11 
0,7 
03 


11 
OD 
0.6 
0.6 
1,0 


03 


0.6 
0.8 
0.3 
11 
1,4 


OA 


0.5 
1,2 
0.9 
1,0 
08 


04 


1,0 
08 
0.6 
0.6 
0,4 
03 


0,7 
0.5 
0,7 
08 
09 
03 
0.8 
08 


0,7 
04 
1,2 
2,0 


O'S 


Kreas 


tinin«N 


& 


0,104 
0.078 
0.064 
0.135 
0.098 


0,047 


0,101 
0.074 
0,075 
0,082 
0.100 


0,043 


0.067 
0.082 
0.035 
0,093 
0,112 
0.038 


0,045 
0.082 
0.068 
0.061 
0,066 


0,032 


0.027 
0,035 
0.055 
0,047 
0,033 
0.019 


| 0.051 


0,032 
0.045 
0,050 
0.046 
0.023 
0,040 
0,042 
0,046 
0,029 
0.019 
0,063 
0.042 
0.026 


von 2 Tagen an 


Kreatin- 
N 


0.010 
0,005 


0,004 
0,008 
0.004 
0.015 
0,031 


0,006 


0.015 
0.015 
0.002 
0.010 
0.006 


0,004 


0.017 
)) 006 
0.002 
0,003 
0,003 


0,003 


0,004 
0,003 
0.001 
0.004 
0.005 
0.002 
0.010 
0.005 
0,007 
0.007 
0,008 
0.012 
0.079 
0.023 


(Krea- 
tinin + 
.reatin ): 
N des 
Ges.«N 
Proz 
5,2 
6.3 
6,1 
54 


5.5 


5.6 


vr 


=) 
~Il— & bho — 


a 


~ 


or 
we 


oe 
iOS wW Ow an 


+ 


ot 
we 


os 
zt 


Kreatinin- 
koetfizient 


’ 


= 


bow — bo 
= NOM! 
1 Ws em 


1s 


— et ht feet hee 
© or =! to 


~ & 
CS mt OD et es 


— 
o 
= 


15,8 
10.0 
13,3 
16,7 
16.5 
144 
16,3 
16,1 
18,4 
13.2 
16.0 
26.9 
31,0 
37.4 


Futter 
Normal 
| ernahrt 
(Hafer 
| und 
Riiben) 
: Mais 
| Mais 
: Mais 
: Mais 
: Mais 
| Mais 
Mais 


Totam 10. XII 


cetera 
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Maisnahrung hin’ Ist es demjenigen Bilde, das fiir die anderen 
Avitaminoseformen, z. B. fiir den Skorbut (4. Palladin und A. Kudrjaw- 
zewa) oder fiir diejenige Avitaminose festgestellt worden ist, die durch 
Fiittern der Kaninchen mit im Autoklay erhitztem Hafer hervor- 
gerufen wird (Kudrjawzewa) ahnlich/ Wollten wir unsere Versuchs- 
protokolle mit denjenigen von Kudrjawzewa') iiber die Kaninchen- 
fiitterung mit vitaminfreiem Hafer vergleichen, so wiirden wir in 
denselben ziemlich groBbe Unterschiede feststellen kénnen. Wenn auch 
die Gesamtstickstoffausscheidung dort fast das gleiche Bild darbietet, 
so verlauft die Kreatinin- und Kreatinausscheidung, besonders letztere, 
ganz anders. Dort nimmt die Kreatinausscheidung wahrend der ganzen 
Avitaminoseperiode sowohl absolut als auch in Prozenten des Gesamt- 
stickstoffs zu: dort wachst fortwahrend der Kreatininkoeffizient 
Wodurch laBt sich nun dieser Unterschied erklaren’ Im sterilisierten 
Hafer fehlen samtliche drei Vitamingruppen, A, B und C, im Mais 
ist der B-Faktor in geniigender Menge enthalten. Man kénnte vielleicht 
denken, da die Maisnahrung eine leichtere Avitaminoseform darstellt, 
da sie nur durch das Fehlen des C-Faktors und die Armut an A-Vita- 
minen bedingt ist. Nun wissen wir aber, daB die Kaninchen gegen das 
Fehlen von C-Vitaminen in der Nahrung unempfindlich sind; sie fiihlen 
sich sehr wohl und zeigen keine krankhaften Symptome, wenn sie 
nur mit Hafer gefiittert werden, der den C-Faktor vermiBt und auch 
arm an A-Vitaminen ist. 

Daher scheint es uns, daB der Grund nicht im Fehlen des C-Faktors, 
sondern in der hiologischen Wertigkeit der Maiseiweife zu suchen ist. 
In dem Mais ist das minderwertige Zein vorherrschend. Wenn man 
auBerdem den Appetitverlust der Kaninchen sowie den Umstand in 
Betracht zieht, da sie nur geringe Maismengen zu sich nahmen, so 
wird es klar. dafS sie nicht alle fiir sie notwendigen Aminosauren in 
geniigender Menge haben bekommen kénnen. In der Literatur finden 
sich Angaben, dab die Fiitterung der Tiere mit minderwertigen EiweiBen 
einen Appetitverlust sowie Weigerung derselben, die Nahrung in 
geniigender Menge zu sich zu nehmen, hervorruft. Das Resultat davon 
ist ein Nichtsattessen, das auch in unseren Versuchen stattgefunden 
hat. Auf ein Hungern weisen auch die oben beschriebenen Stérungen 
in der Kreatin-, Kreatinin- und Gesamtstickstoffausscheidung im Harn 
hin. Bekanntlich wirkt das Hungern auf die Ausscheidung dieser 
Harnbestandteile in Aahnlicher Weise. Beim Hungern nimmt die 
Kreatinurie. ebenso wie in unseren Versuchen, zuerst zu, dann all- 
mahlich ab: im Hungerzustande nimmt der Kreatininkoeffizient zuerst 
zu, dann ab: im Hungerzustande, und zwar in seiner letzten Periode 


1) 4. Kudriawzewa, diese Zeitschr. 1564, 104, 1924. 
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wird im Harn weniger Kreatinin und Kreatin (in Summa) ausgeschieden 
als vor dem Hungern an Kreatinin allein ausgeschieden worden war. 

Daher muB angenommen werden, das bei der Maisnahrung die 
Minderwertigkeit ihrer Eiweibe einen EinfluB auf den Stoffwechsel 
ausiibt, infolge davon das Resultat des Fehlens von A- und C-Vita- 
minen im Mais verdunkelt wird und der Stickstoff- und Kreatinstoff- 
wechsel uns ein Bild darbietet, das fiir den Hungerzustand charak- 
teristisch ist 

Ein analoges Bild des Einflusses der Maisnahrung auf die Aus- 
scheidung des Gesamtstickstoffs, Kreatinins und Kreatins gaben auch 
alle iibrigen Versuche. Die betreffenden Protokolle sind wiedergegeben 
in den Tabellen Il bis V. 

Interessant ist, daB die Stickstoffbilanz in diesen Versuchen eine 
negative war. Eine negative Stickstoffbilanz wurde auch bei der Pellagra 
festgestellt. 


Il. Versuche mit Meerschweinchen. 

Die Versuche mit Kaninchen zeigen, daB wir, nach dem Einflub 
des Maises auf die Stickstoffwechselprozesse zu urteilen, bei der Mais- 
nahrung keine reine Avitaminose bekommen;: es tritt ein Hungern 
hinzu, das wahrscheinlich durch die Minderwertigkeit der Maiseiweibe 
bedingt ist. 

Zur Kontrolle dieser SchluBfolgerung war es von Interesse nach- 
zupriifen, wie andere Tiere auf Mais reagieren. Wir stellten daher die 
weiter unten folgenden Versuche mit Meerschweinchen an. 

Eine Partie Meerschweinchen wurde mit gewdhnlichem Mais 
(ganzen Koérnern) gefiittert; eine andere mit im Autoklav bei 130° 
3 Stunden lang ‘erhitztem Mais; eine dritte gleichzeitig mit Mais und 
tiiben, um mit der Nahrung Vitamine zu verabreichen, die im Mais 
fehlen; eine vierte endlich bekam normale Nahrung, die aus Hafer 
und Riiben in derselben Menge bestand, wie sie die Meeschweinchen 
der dritten Partie erhielten. Wahrend des ganzen Versuches, bis zum 
Tode, wurden die Meerschweinchen taglich morgens gewogen. Auf 
den hier angefiihrten Kurven sind die Resultate dieser Versuche dar- 
gestellt (siehe Abb. 1). 

Wie aus diesen Kurven ersichtlich ist, verlauft die Gewichts- 
kurve der Meerschweinchen, die mit Hafer und Riiben gefiittert wurden, 
mit leichten Schwankungen im allgemeinen fortwahrend borizontal, oder 
sie steigt aufwarts. Anders verhalt es sich mit der Maisnahrung. Die 
Gewichtskurve der Meerschweinchen, die nur mit Mais gefiittert wurden, 
beginnt von Anfang an zu sinken; dieses Sinken nimmt starker zu 
und endigt in der dritten Woche mit dem Tode der Tiere. 
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Tabe lle Tl. 
Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 
Zwei- a 
Korperr  tagige Gea-N | xsoee iKeeat mr : 2 
Datum gewicht Harn: Ges..N pro kg reas reatin See =< Futter 
orper: oN u s ve 
menge gewicht tininsN N } 5: 
g ccm 8 8 8 g Proz 
12. IX. 2420 55 6. 22.000 08 0,104 — 5,2 21.6 Normal 
14, 1X. 2424 65 2,000 O08 0,123 — 6.1 25.5 ernahrt 
22. 1X. || 2399 59 1666 O6 O14 —_ 68 23.8 (Hafer 
24 1X. 2398 75 2222 O8 0135, — 60 282 und 
26. XI. 2400 130 2.222 O98 O123, — 54 25.5 Riiben) 
Durchschn. pro Tag 26 «1011 04 009 — 58 24.5 
28.IX. 2358 66 2.222 09 |0098 — 44 20.9 
30, TX. 2255 117 —s« 1,785 0.7 0,093 — 5.2 20.6 | 
3. a. 2125 202 | 2,777 1.3 0.123 0.021 5,1 34,1 Mais 
4X. 2045 | 220 2222 10 0.093 0019 50 275 | 
6. X. 1934 178 2.500 13 0,093 0,036 5.1 23.3 
Durchschn. pro Tag 7s 1.150 05 0.050 0.007 45 27.2 
o 1838 155 2,222 12 0.093 0.034 5.7 34.6 
10, X. 1794 120 2,000 1.1 0,093 | 0.018 55 31.0 | 
4 1830 65 1111 0.6 0.064 | 0,003 6.0 18.5 Mais 
4X. 1765 85 1263) 07 006810005 5.7 207 | 
16, X. 1720 107 1,219 0.7 0.056 | 0,003 49 17.6 
Durchschn. pro Tag 58. «(O7S81 04 0.0387 0.006 54 244 
is. X 1685 120 1,449 O08 0.063 0.016 5.4 23.6 
20. X. 1675 115 1,724 10 0,062 0.016 45 23.4 | 
23 X 1652 9 1,694 10 0.074 0,009 48 25.3 Mais 
24. X. 1654 100 1.666 10 0.069 0,008 0 23.6 | 
2%. X 1680 9 1315 0.7 0.066 0.004 54 21.1 
Durchschn. pro Tag 52 «(0.784 O1 0.03838 0.005 48 234 
3. XI 1587 8 1315 O8 0.030 0.016 3.4 14.7 
(mss 156] 160 —=—- 1,692 10 0.0382 18 10.3 | 
9. XT. 1536 95 1,492 0.9 0.014 | 0.011 16 8.3 Mais 
1L.XI 1495 105 1470| 09 |003910003 28 143 | 
13. XT. 1479 90 1,176 0.7 0.052 | 0.005 48 19.3 
Durchschn. pro Tag 5SB OST O4 0.016 0.008 28 13.2 
15. XT. 1482 70 1.000 0.6 0.040 0.003 4.3 14.6 
17. XI, 1469 78 1.075 O7 0.039 0.005 4.1 15.3 | 
19. XI 1436 65 1,041 0.7 0.037 0.005 40 14.8 Mais 
21.XL 1399 70 1263 09 0039 0019 45 201 
23. XI 1304 % 1.692 1.2 0.037 0.044 48 31.4 
Durchschn. pro Tag B5 0.604 04 0.019 0.007 42 194 
25. XI. - 70 1,052 — 0.013 | 0.021 .3 ‘tam 25. XI 
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Datum 


Is. LX, 
20_1X. 
22. IX 
24. 1X. 
26. IX 


Durchschn 


28. 1X. 
& 4 
3x 


Durchschn 
9 


l. 
» 
» 


AALAA 


Durchschn 





Durchschn 


3. XJ 
i 
9. XI, 


Durchschn 


Abb. 1 





Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 





Zwei 
Korpers tagige Ges.N : arg 
gewicht Harns Ges..N = kg reas Kreatin- na Futter 
— orper* § tininsN N N des 
menge gewicht Ges«N 
g com g g g 8 Proz 
2787 380-2. 867 Lo 0,148 . 5.1 26.6 Normal 
2619 | 220 | 2,702 10 0,140 - 5.1 26.7 ernahrt 
2646 398 2,702 10 0.135 - 4.9 25.5 (Hafer 
2629 214 2. 500 09 0.140 . 5.6 26.4 und 
2633 372 2.666 10 0,133 —_ 19 25.4 Riiben) 
pro Tag 15s 1343 o4 0.069 — 25 "6.0 
2578 270 2.000 0,7 0,127 — 3 24.8 
2486 330 LSIs 0.7 0,106 one 58 21.3 | 
2582 220 1.666 0.6 0.106 — 63 244 Mais 
2542 | 250 1818 07 0106) — | 58 247 | 
2652 145 1.052 03 0.058 | 0.004 5.9 11.9 


pro Tag | 121 O835 O8 0050/0004 31 214 


2497 355 2.173 O8 0.109 0.012 5.5 243 

2427 280 =2.083 O8 0.089 0.002 44 18.9 | 

2450 241 1818 0.7 0.085 0,006 5.0 18.6 Mais 
2392 250 1,666 0.6 0.093 0,002 57 20.0 | 

2387 185 1,428 05 0.067 0,003 4.9 14.9 


pro Tag «130 0.916) (03) «(0.084 0002) 25 212 





2449 250 = 2,083 O8 0.085 0,006 4.3 18.6 

2338 180 1818 0.7 0.082 0.008 5.0 19'5 | M 
2328 285 2083 O08 0.082 0005 42 18.9 | mend 
2290 220 «2.000 Os 0.074 O007 40 17.7 

pro Tag 116 O9S5 03 0.040 0.008 21 18.6 

2167 | 295 2.500 1] 0,048 | 0,011 23 38 

2112 380 2.500 1.1 0.063 0.008 28 17,2 Mais 
2077 2702000 09 0.016 — O08 7.8 


pro Tag 157 1.000 05 0.021 0.0038 UR 12.8 Totam10.XI 


Aorpergewicht 





Gewichtskurven der Meerschweinchen, die mit Hafer und Kiiben (Kurve Nr. 1), mit 
Mais und Riiben (Kurve Nr. 2), mit Mais (Kurve Nr. 3) und mit autoklavisiertem Mais 


(Kurve 4) gefiittert wurden. Auf der Vertikalachse — Gewicht in Grammen. 





a 
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Tabelle IV. 





Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 


Zwei- 
Korpers  tigige Ges.oN arg g § 
Datum gewicht Harne Ges.N pro kg rea Kreatin: Kreatin)) =< Futter 
menee Korpers | tininsN N N des 23 
8 gewicht Ges.N “2% 
zg com 2 g g 2 Proz. 

30. 1V. 1924 50 1,098 05 0,059 — 5.3 15.5 Normal 
2. V. 188] 35 ~—=s«1.041 05 0,050 — 4.7 13.5 ernihrt 
é.'¥. 1892 47 2,040 10 |0,100| — 49 27,2 (Hafer 
6.V. | 1924) 42 1000 05 00533 — 53. 139 | und 
a. ¥. 1932 47 0.934 0.4 0.053 — 5.6 13.7 Riiben) 

Durchschn. pro Tag ~ O611 02 0.081 — 25 16.6 

10. Vv. 1980 — 0,602 03 0.018 0.003 3.6 55 
1s. V. 1916 72 0.602 03 0.018 0.003 3.6 5.7 | 
14. V. 1766 140 2.500 14 0.127 0,023 6,0 42.7 Mais 

200V.  17381.—=—O«d13Ss«i724|) 4 | 0047: 00060«74)—~«O15G 

24. V. 1649 150 1,136 0.6 0,065 0.010 6.6 22.9 

Durchschn. pro Tag 49 0,556 03 0.027 0.004 27 Is4 
28. V. 1668 52 0,625 03 0.038 0,003 6.7 12.6 
30, Vv. 1640 20 «0,555 03 0.026 0.002 5.2 8.9 | 
3. VI. 1542 110 =1,042 0.6 0.034 0.006 3.8 13,2 Mais 
5. VI. 1529 22 0649 04 0029 0004) 52 113 
7. VI. 1507 17 0500 03 0.020 0.002 4.6 7.8 
Durchschn. pro Tag 22 0337 01 0.014 0.0007 25 10.6 
6 VI. 1470 27 ~=—0.588 04 0.0387 0,003 6.8 13.8 

11. VI. 1375 9] 1,724 12 0,042 0,027 40 25.4 | 
13. VI 1380 45 0.909 0.6 0.015 0,002 19 65 Mais 
I7.VI. 1314 50. 1086 O8 0.058 0008 60 | 254 

21. VI. 1342 10 0.384 0.2 0.021 0,001 59 8,8 

Durchschn. pro Tag 25 0.469 03 OO17 0.004 24 158 

23. VI. 1309 45, 1.000 O07 0.061 0,002 64 245 

25. VI. || 1290 28 0625 O4 | 0033 0002 57 140 | Maia 

27. VI. | 1301 30 » 0833 06 0039 — 4.6 15.0 | 

29. VI. 1305 20 | 0.555 04 0.035 — 6.3 13,5 


Durchschn. pro Tag 15 0376 02 0.021 00005 25 16.0 


War der Mais im Autoklav erhitzt worden, so nahmen die Meer- 
schweinchen noch schneller an Gewicht ab und gingen noch rascher ein 
Die Versuche haben somit gezeigt, da die Meerschweinchen mit Mais 
allein sich nicht naihren kénnen und bei solcher Nahrung schnell ein- 
gehen. Man kénnte zu der Annahme geneigt sein, dali die Todesursache 
der Meerschweinchen im Fehlen der C-Vitamine im Mais zu suchen ist, 
da das Fiittern derselben mit Hafer und Kérnern anderer Grasarten, 
die den C-Faktor vermissen, Skorbut hervorruft, der gewéhnlich nach 
3 bis 4 Wochen zum Tode der Tiere fiihrt. Die Gewichtskurve der 
Meerschweinchen, die mit Mais und Riiben (40g) gefiittert wurden, 
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Tabelle V. 








2 Gehalt der Harnmenge von 2 Tagen an 
«weirs 
Kérper- tagige Ges..N . Krea- = 
—_— H : vraag Kreas Kreatins tin n se Futter 
gewicht arms GesuN f 6 Kreatin) 3 — 
Korpers tinineN| N Ndes 2&2 
menge gewicht Ges..N 23 
g ccm 8 g 8 g Proz 
20, 1V. 1713 60 0.602 03 0.024 — 3.9 7,1 Norma! 
22. IV. 1760 75 0.793 04 0.058 — 7.3 16.5 | ernihrt 
24. 1V. 1800 8) 0909 O05 0050 — 55 14.0 (Hafer 
26. 1V. 1832 135 1.428 0.7 0.086 - 6.0 23.5 und 
28. IV. 1863 112 1,123 0.6 0.069 — 6.1 18.7 Mais 
Durchschn. pro Tag 46 0485 O2 0,028 - 28 15.8 
30. 1V. 188] MO 0.666 03 0.040 — 6.0 108 
we 1843 43 0.840 O04 0.058 —_ 6.9 15.7 | 
 # 1812 35 0.714 03 0.061 0.001 8.8 17.3 Mais 
6. Vv. 1809 40 0.943 05 0.075 0.001 8.1 220 | 
12. V. 1827 50 0,340 01 0,024 0,005 8,7 8,2 


Durchschn. pro Tag 21 0.350 01 0025 00007 39 14.8 


14. V. 1709 94 2.000 11 0.127 0,023 7,5 14,2 
18. V. 1612 83 0.833 05 0.053 0,018 8.5 22.2 | 
20. V. 1527 90 = =—2,000 13 0,098 0,032 65 43.0 Mais 
24. V. 1412 180 1666 1.1 0,093 0016 65 389 
28. V. 1389 88 1,042 0.7 0,049 0.008 54 20.6 
Durchschn. pro Tag a5 0.754 0.4 0.042 0.009 3.4 33.6 
30. V. 1417 41 1,136 Os 0,054 0,010 5,7 23.0 
3. VI. 1438 9 0658 O04 £0,035 0.013 7,2 16,9 | 
5. VI. 1448 75 0.787 O05 0,063 0,008 9,1 25,0 Mais 
7VIL 1494 98 0729 04 0053 0007 83 212 
9. VI. 1507 70 36 0.561 0.3 0.052 0.002 98 18.2 


Durchschn. pro Tag 37 0387 02 0.025 0.004 40 20.8 


13. VI 1527. 112 1,000 0,6 0,036 0,001 3,7 12,3 

17. VI. 1702 75 0,357 0.2 0.034 0.002 10.0 10.8 | 

21. VI 1733 (137 0.439 0,2 0,033 0.006 91 11.6 Mais 
23. VI. 1700 88 0.470 05 0.082 0.004 96 25.5 | 

25. VI. 1704 75 0,666 0.3 0.049 0.002 78 15.3 


Durchschn. pro Tag 48 0 334 01 0.023 0.001 49 15.0 


27. VI. 1706 83 0555 03 0055 — 9.9 16,1 | M 
29. VI. 1746 75 0625 O03 0052 — 83 151 | _ 
Durchschn. pro Tag 44 0.259 O1 0.027 _— 45 15.6 


spricht jedoch dafiir, dab die Todesursache nicht im Fehlen des C-Faktors 
allein zu suchen ist. Diese Nahrung ist keine vitaminfreie, da die Riiben 
die C-Vitamine in vollstandig ausreichender Menge enthalten. Trotzdem 


gingen die Meerschweinchen, wenn auch nach langerer Zeit, schlieBlich 
ein, was bei denjenigen, die mit Hafer und Riiben gefiittert wurden, 
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nicht der Fall war. Wir miissen daher die Todesursache in diesem Falle 
in den Eiweifen des Maises erblicken, die auch fiir die Meerschweinchen 
als nicht véllig vollwertig sich erwiesen. 

Aus diesen Versuchen mit Kaninchen und Meerschweinchen ist der 
SchluB zu ziehen, dap der Mais, nach den Resultaten seines Einflusses 
auf die Stickstoffwechselprozesse bei Kaninchen und das Gewicht der 
Meerschweinchen zu urteilen, nicht als ein véllig vollwertiges Nahrungs- 
produkt angesprochen werden kann; diese seine Minderwertigkeit ist 
nicht nur durch das Fehlen der C-Vitamine in demselben und durch 
seine Armut an A-Vitaminen bedingt, sondern auch durch die un- 
geniigende biologische Wertigkeit seiner Eiweibe 

Diese Minderwertigkeit der Maiseiweibe spielt zweifellos eine Rolle 
in der Atiologie der Pellagra, und Goldberger und Tanner) haben viel- 
leicht recht, wenn sie behaupten, daB die Ursache der Pellagra nicht 
im Fehlen irgend eines Vitamins zu suchen ist, sondern in dem geringen 
Gehalt biologisch vollwertiger EiweiBe; die Armut des Maises an C- 
und A-Vitaminen trigt deshalb zur Entstehung der Pellagra bei, weil 
sie den Organismus der Méglichkeit beraubt, selbst jenes vollwertige 
Eiweif, das im Mais enthalten ist, in vollem Mabe auszunutzen. Ein 
weiteres begiinstigendes Moment fiir die Pellagra stellt der Reichtum 
des Maises an Kohlehydraten dar. Nicht ohne Grund verschwinden 
die Pellagraerkrankungen, sobald der Mais aufhért, das Hauptnahrungs- 
mittel zu sein, und die Bevélkerung auber dem Mais noch andere 
Nahrungsprodukte zu genieBen beginnt, die reicher an vollwertigem 
EiweiB und armer an Kohlehydraten sind. 


1) Goldberger und Tanner, Journ. Amer. med. Ass, 79, 2102, 1922, 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber die Harnsaure. 


Ill. Mitteilung: 
Ober die Natur der hydrotropisch iibersittigten Harnsiurelésunz. 


Von 
Rudolf Stern. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 1. April 1925.) 


In einer friiheren Mitteilung (1) wurde gezeigt. dal die Natrium- 
salze der Salicylsaure und der Phenylchinolincarbonsaure bereits in 
der Konzentration von 0,1 Proz. die Léslichkeit der Harnsaure in Wasser 
bis auf das Dreifache der echten Léslichkeit heraufsetzen. Ich habe 
dort bereits ausgefiihrt, warum diese Steigerung der Léslichkeit der 
Harnsaure nicht lediglich auf einer etwaigen Bildung von Natriumurat 
beruhen kann. Es wiirde zu weit fiihren, hierauf nochmals einzugehen 
Nach wie vor scheint es iiberwiegend wahrscheinlich, daB es sich hier 
um einen hydrotropiscken Effekt handelt, wie ja auch schon Neuherg (2) 
angenommg¢n hatte, daB die Harnsiure hydrotropisch beeinflubbar 
sei. Es schien nun von groBem Interesse, ob man iiber die Natur der 
hydrotropisch iibersattigten Harnsiurelésung etwas aussagen kann, 
um so mehr, als nicht nur fiir die Harnsaure, sondern fiir die hydro- 
tropischen Phanomene ganz allgemein noch keine sichergestellte Er 
klarung vorhanden ist. Das Sammeln experimenteller Beobachtungen 
muB unter solchen Umstanden von Nutzen sein 

Ich habe schon in der vorigen Mitteilung gezeigt, da es sich bei 
der von mir beschriebenen Erscheinung nicht um eine gewéhnliche 


Ubersiitttigung handelt; denn sonst wire bei dem  mehrstiindigen 
Schiitteln mit dem Bodenkérper zweifellos der tibersattigt geléste Anteil 
an Harnsaiure wieder ausgefallen. Ich habe auch erwahnt, dai durch 
den Zusatz von 0,1 Proz. Atophannatrium das py, des Losungswassers 
in kolorimetrisch meBbarer Weise nicht beeinfluBt wird: und die Ab- 
hingigkeit der Léslichkeit der Harnsiure vom py ist nicht so grob, 
daB geringfiigige, nur elektrometrisch wahrnehmbare Verschiebungen 
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eine auch nur annahernd so erhebliche Anderung der Léslichkeit ver- 
ursachen kénnten. Wenn es sich also bei den beobachteten Phanomenen 
weder um die Bildung von dem ja leichter léslichen Natriumurat, 
noch um einfache Ubersattigung, noch um entscheidende Veranderung 
der Beschaffenheit des Lésungsmittels handelt, so bleiben eigentlich 
nur zwei Erklarungsmdéglichkeiten iibrig: Es kénnte sich um relativ 
stabile Kolloidbildung der Harnsiure unter dem EinfluB des Atophans 
handeln, oder aber um lockere, chemisch nicht definierte Verbindungen 
zwischen den Molekiilen des Atophannatriums und der Harnsaure. Die 
letztere Méglichkeit entspricht wohl am meisten den Vorstellungen, 
die Neuberg (2) iiber das Wesen des hydrotropischen Phanomens ge- 
aubert hat (Nebenvalenzaffinitaten). 

Die erste Méglichkeit war trotzdem nicht ohne weiteres von der 
Hand zu weisen. Abgesehen von den sehr bemerkenswerten Beob- 
achtungen von Schade (3) habe ich mich selbst davon tiberzeugt | vgl. eine 
friihere Mitteilung (4)], daB man unter Umstanden sehr charakteristische 
und relativ bestandige Hydrosole von Natriumurat erhalten kann. 
Gerade angesichts der Schwierigkeit, solche Sole beliebig zu_repro- 
duzieren, hatte ich schon damals darauf hingewiesen, da verun- 
reinigende Beimengungen bereits in minimalster Konzentration auf 
die Entstehung und das Wachstum von Kolloidteilchen von ent- 
scheidendem EinfluB8 sein kénnen. Ich habe deshalb hydrotropisch 
iibersattigte Harnsaurelésungen daraufhin untersucht, ob sie irgendwie 
den Charakter von Hydrosolen zeigten. Ich habe bei diesen Unter- 
suchungen auf die Methode der Viskositatsmessung verzichtet, da ich 
bereits friiher (4) zeigen konnte. daB selbst viel konzentriertere Harn- 
saurelésungen, als sie durch den verwendeten hydrotropischen Effekt 
hergestellt werden, keine nennenswerte und keine sichere Viskositits- 
erhéhung gegeniiber dem destillierten Wasser zeigen. Ich habe mich 
auf die Untersuchung des Tyndallphinomens und des ultramikro- 
skopischen Bildes beschrankt; die Untersuchung mit dem Spaltultra- 
mikroskop ist zweifellos die sicherste Methode, Teilchen von kolloidaler 
GréBenordnung in einer Lésung nachzuweisen Bei diesen Unter- 
suchungen zeigte es sich nun. daB die hydrotropisch tibersattigten 
Harnsaurelésungen sich optisch nicht anders verhielten als die ohne 
hvdrotropischen Zusatz echt gesittigten, d. h. nicht anders als destil- 
liertes Wasser. Da dies nicht nur bei frisch hergestellten Lésungen der 
Fall war, sondern auch bei solchen, deren Herstellung fast | Jahr 
zuricklag, und bei denen man also. wenn in ihnen kolloidale Bestandteile 
vorhanden waren, mit Sicherheit Alterungserscheinungen annehmen 
muBte, so kann man wohl mit Sicherheit behaupten, dab bei der 
Léslichkeitsbeeinflussung durch das Atophan Kolloidbildung nicht im 


Spiele ist 
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Um nun die zweite der oben als méglich hingestellten Vermutungen 
noch weiter zu stiitzen, schien es zweckmabig, die Wasserstoffionen- 
konzentration der hydrotropisch tibersaéttigten Lésung im Vergleich 
zu den echt gesattigten zu bestimmen. Denn es war klar, daf nichts 
iiberzeugender gegen die erste und fiir die zweite Méglichkeit sprechen 
kénnte, als wenn es geliinge nachzuweisen, daB der mehr gelésten 
Harnsiure auch eine gréBere Konzentration von Wasserstoffionen 
entsprache. 

Die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Léslich- 
keit der Harnsaiure ist vielfach untersucht worden, besonders von 
Kohler (5) und Jung (6). Bei mir handelte es sich aber um eine andere 
Fragestellung. Es sollte nicht der EinfluB von variiertem py, auf die 
Léslichkeit bzw. die Ubersattigungsméglichkeit der Harnsiiure fest- 
gestellt werden, es sollte vielmehr untersucht werden, ob in der hydro- 
tropisch iibersattigten, sonst aber unter gleichen Bedingungen her- 
gestellten Lésung von Harnsaure ein hinreichend deutliches Kleiner- 
werden von py, stattfindet. Zu diesem Zwecke mubten vor allem zwei 
Punkte genau beriicksichtigt werden: 1. das pg des Lésungswassers 
und 2. seine etwaige Anderung durch den Zusatz von 0,1 Proz. Atophan- 
natrium'). Es ist namlich ohne weiteres klar, daB bei einer so schwachen 
Saure wie der Harnsiure das py, des Lésungswassers, das sonst bei 
der Messung von Wasserstoffionenkonzentrationen meistens vernach- 
lassigt werden kann, von auBerordentlicher Bedeutung ist. Es steht 
dies nicht im Widerspruch mit der friiher ausgesprochenen und eingangs 
wiederholten Behauptung. daB die Léslichkeit der Harnsaiure durch 
relativ geringfiigige py-Schwankungen fast unbeeinfluBt bleibt. Denn 
hier handel es sich ja nur um die Messung der aktuellen H-lonen, 
fiir clie nur der kleine Teil von Harnsiuremolekiilen, der dissoziiert 
ist, in Frage kommt. Und da nach der Dissoziationskonstanten der 
Harnsiiure das py einer gesittigten Lésung gréBer als 5,0 sein muBb, 
die Wasserstoffionenkonzentration fiir eine ungepufferte Lésung also 
auBerordentlich klein ist, so wird der EinfluB des Wasserfehlers sofort 
einleuchten, wenn wir uns nur daran erinnern, daB gewéhnlich destil- 
liertes Wasser (schon unter dem EinfluB der Luftkohlensiure) im 
allgemeinen ein py von 5,0 bis 5,5 aufweist. Aus genau dem gleichen 
Grunde ist es einleuchtend, daB wir bei diesen Untersuchungen die 
VergréBerung des py, die das Lésungswasser durch den Zusatz von 
Atophannatrium (dem Alkalisalz einer schwachen Saure!) erfahrt, 


1) Die folgenden Untersuchungen wurden lediglich an Lésungen mit 
diesem Zusatz gemacht, da der hydrotropische Effekt hierbei viel deutlicher 
ist als beim Zusatz von salicylsaurem Natron, Fiir die Uberlassung chemisch 
reinen Atophannatriums sage ich der Chem. Fabrik auf Aktien vorm. 


Schering besten Dank. 
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unbedingt beriicksichtigen miissen, waihrend wir diese Anderung fiir 
die Léslichkeit von Harnsaure tiberhaupt als nicht ausschlaggebend 
bezeichnen diirfen. 

Bei der Feinheit der zu erwartenden Unterschiede kam nur die 
elektrometrische Messung der H-lonen in Betracht. Schon die letzt- 
erwahnte Fehlerquelle (Anderung des py des Wassers durch 0,1 Proz 
Atophannatrium) war ja, wie ich friiher ausgefiihrt hatte, kolorimetrisch 
gar nicht in Erscheinung getreten, wahrend ich weiter unten zeigen 
werde, dal} sie bei elektrometrischer Messung auberordentlich deutlich 
ist. Die kolorimetrische Bestimmung von py, ist eben in der Nahe 
des Neutralpunktes nur dann mit einiger Prazision médglich, wenn die 
zu untersuchenden Lésungen leidlich gepuffert sind. Es ist zwar Biltz (7) 
und seinen Mitarbeitern gelungen. mittels der Sérensenschen Methode (8) 
recht genaue Resultate bei Harnsiurelésungen zu erhalten, die auch 
innerhalb der Fehlergrenzen mit den von mir gefundenen gut iiberein- 
stimmen. Da es mir aber darauf ankommen mubte, auch noch die 
sehr geringen Unterschiede, wie sie zwischen hydrotropisch tiber- 
sittigten und echt gesittigten Lésungen héchstens erwartet werden 
kénnen, prazise zu fixieren, so muBte ich die GréBe der Messungs- 
fehler auf das denkbar kleinste MaB herabschrauben: und es ist kein 
Zweifel, dal dies lediglich mit Hilfe der elektrometrischen Methode, 
der Standardmethode der py-Messung, méglich ist’). 

Die Anordnung meiner Versuche war zuniachst im wesentlichen 
die gleiche, wie ich sie in der vorigen Mitteilung S. 269 beschrieben 
habe. Die verwendete Harnsiure war ein besonders gereinigtes und 
mehrfach umkristallisiertes Priaparat, fiir dessen Uberlassung ich 
Herrn Dr. Zocher zu bestem Danke verpflichtet bin. Als Wasser ver- 
wendete ich aus den oben angefiihrten Griinden in verschiedenen 
Versuchsreihen gewohnliches destilliertes Wasser, Leitfahigkeitswasser 
von AKahlhaum und im Quarzkiihler von mir selbst redestilliertes Wasser. 
Aus auBeren Griinden ging ich bald dazu iiber, die Lésungen nur mit 
100 statt mit 2000ccm Wasser herzustellen. Ich hielt es nicht fiir 
nétig, die Harnsiurekonzentration in jeder neu hergestellten Lésung 
festzustellen, nachdem ich mich durch Stichproben davon tiberzeugt 
hatte, daB der hydrotropische Effekt quantitativ derselbe war wie 
in meinen friiheren Untersuchungen. Da mir ein NSchiittelthermostat 
nicht zur Verfiigung stand, muBte ich mich wieder damit begniigen, 
bei ungefaihr 16°C die Schiittelversuche vorzunehmen. Die Rotations- 


1) Ich bin Herrn Prof. Dr. Freundlich zu besonderem Danke ver- 
pflichtet, daB er mir die Ausfiihrung dieser Messungen in der ihm unter- 
stellten Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir physikalische Chemie 
und Elektrochemie erméglicht hat. 
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dauer betrug 4 bis 5 Stunden. Unmittelbar nach dem Schiitteln und 
Filtrieren erfolgte das Messen von py, und zwar in einem Thermostaten, 
der bei einem Teile der Versuche auf 25°C, bei einem anderen Teile 
auf 20°C eingestellt war. Eine Einstellung des Thermostaten auf 16°C 
war aus auBeren Griinden nicht méglich; auf die Anwendung des Ther- 
mostaten bei der elektrometrischen Messung wollte ich aber nicht 
verzichten, da mir auf die Genauigkeit dieser Messung alles ankam 
Eher konnte ich in Kauf nehmen, daB die py-Messung bei etwas héheret 
Temperatur als der Schiitteltemperatur erfolgte, da dies nur ein 
Schénheitsfehler war, der die zu vergleichenden Lésungen in védllig 
gleicher Weise betraf. Ich bin mir vollkommen bewubt, dab in 
diesen wie in anderen Punkten die Versuchsanordnung sehr viel 
schéner sein kénnte und sein miibte, wenn es sich um die Ermittlung 
physikalisch-chemischer Konstanten der gesattigten Harnsiurelésung 
handeln wiirde. Ich betone, daB es mir hier wie schon in der vorigen 
Mitteilung lediglich darauf ankam, die hydrotropisch beeinflubte und 
die echt gesittigte Lésung unter vdllig gleichen Bedingungen zu 
untersuchen. 

Zu diesem Zwecke muBte ein Teil der ohne Zusatz gesiittigten 
Harnsaurelésung nachtraglich (d. h. das Filtrat nach dem Schiitteln) 
auf die gleiche Konzentration an Atophannatrium gebracht werden 
wie die von vornherein mit Atophannatrium geschiittelte und hydro- 
tropisch iibersattigte Harnsaiurelésung. Nur so konnten Vergleichs- 
daten gewonnen werden, da ich ja schon oben dargetan habe, dab 
die Anwesenheit des Atophannatriums eine Verschiebung des py nach 
der alkalischen Seite bewirkt. Es war also bei jedem Versuch das py 
von fiinf Lésungen zu messen: 

1. das zum Versuch verwendete Wasser, 

2. eine 0,lproz. Lésung’ von Atophannatrium in eben diesem 

Wasser, 
3. das Filtrat der mit diesem Wasser geschiittelten Harnsiaure, 
4. das Filtrat der mit diesem Wasser und 0,1 Proz. Atophan- 
natrium geschiittelten Harnsaure, 
5. die Lésung Nr. 3, nachtraglich auf die gleiche Konzentration 
an Atophannatrium gebracht wie Lésung Nr. 4. 

Die entscheidende Tatsache war dann, ob in Lésung Nr. 4 in 
deutlicher und konstanter Weise ein kleineres p,, also eine grébere 
Wasserstoffionenkonzentration vorhanden war als in Lésung Nr. 5 
DaB das py nicht kleiner, sondern vielmehr gréBer sein mubte als in 
Lésung Nr. 3, war aus den oben angefiihrten Uberlegungen von vorn- 


herein klar. 
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Die Messung der Wasserstoffionenkonzentrationen geschah nun 
mit der iiblichen, im wesentlichen von L. Michaelis ausgearbeiteten 
Kompensationsmethode (Walzenbriicke, NKapillarelektrometer) \ls 
Bezugselektrode diente eine gesattigte Kalomelelektrode: als Wasser 
stoffelektrode verwendete ich die auf Grund der Versuche von Haber 
und Russ (9%) ausgearbeitete Chinhydronelektrode, die cin sehr viel 
rascheres und bequemeres Arbeiten gestattet als die urspriingliche 
Elektrode von Michaelis (mit atmospharischem Wasserstoff beladenes 
Platinmohr). Die Bedingungen, unter denen man mit der Chinhydron 
elektrode ebenso sichere Resultate erhalt wie mit der Wasserstoff 
elektrode, sind neuerdings ebenso genau ermittelt worden wie dir 
zweckmabige Technik dieser Messung tiberhaupt | Bi//mann {wer 
hach u.a. (10 bis 15)]. Ich verweise auf diese Arbeiten hinsichtlich 
der Theorie und Praxis der Chinhydronelektrode. Dal sie fiir meine 
Messungen unbedenklich angewendet werden konnte, war klar, da ich 
im eigentlich alkalischen Gebiete nicht zu arbeiten hatte 

Ich gebe nun im folgenden eine Tabelle ausgewahlter Versuchs 
resultate, aus der sich das Verhalten der oben gekennzeichneten fiinf 


Losungen in verschiedenen Versuchen ersehen labt 


Typische Versuchsprotokolle von Py: Messungen. 





l 2 3 4 5 


Mit 0.1 Proz, 


Nr. 3 
Bei 16 Atophan- 


lempes 0.1 Proz. nachtraglich 
Datum I sesattis natrium hydro- ro1P 
ratur osunys Atophan- gesattiyter tropisch a + . roz 
° ‘ , ophan- 
wasser netrium Harnsaure ubersattigte colin 
losung Harnsaure. gebracht 
lésung 
6. ILL. 25° 6.010 7.062 5.025 , 5.792 6.061 
7. See 26 6,157 6,929 5.172 5.869 6.544 
9. 111 20 6.021 6,725 5.231 6.021 6.585 
lO. 20 5.759 6,639 5.215 6.005 6.497 


Es geht aus dieser Tabelle wohl einwandfrei hervor, dab das, was 
ich oben als die entscheidende Frage bezeichnet habe, in dem Sinne 
entschieden ist, das die hydrotropisch mehr geléste Harnsaure auch 
eine deutliche Steigerung der Wasserstoffionenkonzentration bewirkt. 
Und zwar ist der Unterschied ein so groBer, daB man durch ungefahre 
Abschitzung bereits zu der Vermutung kommt, daB nicht nur ein Teil 
sondern daB die ganze mehr geléste Harnsiure ungefaihr im gleichen 
Umfange dissoziiert ist wie die echt geléste Harnsiure. Man wird also 
aus diesem Resultat den SchluB ziehen diirfen. daB in der Tat der 
hydrotropische Effekt auf einer Bildung von lockeren, dissoziations- 


fihigen Verbindungen zwischen den Molekiilen des Atophans und der 


14* 
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Harnsadure beruht!). Die Tatsache, daB die Harnsaure, und zwar auch 
in Fallen. in denen es sich sicher nicht um eine kolloidale Form der- 
selben handelt, solehe lockeren, durch Valenzgesetze nicht bestimmbare 
Verbindungen eingehen kann, erscheint recht bemerkenswert, wenn 
wir uns an die bisher durchaus nicht widerlegte Hypothese Min- 
kowskis (16) erinnern, derzufolge eine Verbindung zwischen Nuclein- 
siure und Harnsiure den Transport der Harnsaiure zu vermitteln 
und sie in der Norm in der Niere abzugeben hatte, wahrend unter 
pathologischen Verhaltnissen die Harnsiure in der Nucleinsaure- 
verbindung festgehalten und erst in bestimmten Geweben abgespalten 
und abgelagert wiirde” 
Die Versuche sollen in dieser Richtung fortgesetzt werden. 
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1) Ubrigens hat schon Jung (l.c¢.) die Bildung »komplexer Salze“ 
zwischen Harnsiiure und Phosphat-Boratlésungen angenommen, als er den 
EinfluB von variiertem py, auf sehr stark iibersattigte (offenbar unstabile) 

PH 


Harnsiurelésungen untersuchte. 























Chemisch-bakteriologische Faktoren beim Reifen der Kiise. 


I. (chemischer) Teil. 


Von 
4. Zaykowsky und \N. Slobodska-Zaykowska. 


(Aus dem milchwirtschaftlchen Institut zu Wologda, Ru®Bland.) 


(Eingeqangen am 8. Mdrz 1925.) 


Die Frage nach dem Reifen der Kase nahm und nimmt bis jetzt 
in der Npezialliteratur eine der ersten Stellen ein 


Duclaux, Freudenreich, Orla-Jensen, Burri, Bartel, Rodella, Gorini, 
Weigmann und viele andere haben sich mit der Aufklirung dieser Frage 
beschaftigt und sind nicht selten zu widersprechenden Ergebnissen ge 
kommen. Die Arbeiten fast aller dieser Forscher waren auf die Unter 
suchung der Rolle der einzelnen Faktoren gerichtet, dagegen wurde die 
Erforschung des Zusammenwirkens verschiedener Faktoren, welche die 
eine oder andere Rolle in dem ProzeB der Kasereifung spielen kénnen 
sehr stark vernachliassigt. Obwohl den physikalisch-chemischen Erschei 
nungen bei der Reifung der Kiaissemasse von vornherein eine groBe Bedeutung 
zugemessen werden kann, so ist doch in der Literatur nur eine einzige 
Arbeit vorhanden, welche die Frage der Kisereifung von diesem Standpunkt 
behandelt. 

In letzter Zeit. macht sith mehr und mehr die Ansicht geltend, daB bei 
der Reifung der Kise den Milchsiurebakterien die Hauptrolle aus der 
Gruppe der mikrobiologischen Elemente zufallt. AuBerdem wird dem 
Ferment, das bei dem Gerinnen der Milch eingefiihrt wird, einige Bedeutung 
zugeschrieben. Ob dieses Ferment Chymosin oder Pepsin ist, bleibt bis 
jetzt ungeklart, soweit nicht das Wesen dieser beiden Fermente festgestellt 
worden ist. Bekanntlich halten einige Autoren das Chymosin und das 
Pepsin fiir gleichwertig; nach der Ansicht anderer Forscher, die wohl einen 
Unterschied zwischen diesen Fermenten voraussetzen, spielt bei der Reifung 
der Kiisemasse ausschlieBlich das Pepsin eine Rolle, das zusammen mit 
dem Labferment eingefiihrt wird, und nicht das Chymosin, dem nur eine 
Bedeutung bei dem Gerinnen der Milch zugeschrieben wird. Die letztere 
Auffassung wird zum Teil durch die Versuche von Stephenson (1) bestitigt, 
der gut gereifte Kise bei Verwendung von Pepsin statt Labferment erzielte. 
Allein durch die letzten Versuche des einen von uns (2) wurde erwiesen, 
da®B das reine Chymosin (Labferment), das vollkommen von Pepsin (das 
Hiihnereiwei8 nicht lést) befreit ist, nach dem Gerinnen der Milch das 
ausgeschiedene Casein wieder auflést, also iiber proteolytische Eigenschaften 


verfiigt. Das von Petri in frisch bereiteten Kisen aufgefundene Ferment, 
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das von ihm Casease genannt wurde (da es spezifisch nur auf Casein ein 
wirkt) und nicht in der Milch auftritt, ist wahrscheinlich mit dem Clhymosin 
identisch, Die von anderen Forschern aufgefundenen Fermente. z. B. 
Galaktase [Babkock und Russel (3)] spielen wohl kaum eine wesentliche 
Rolle bei der Reifung der Kiisemasse. 

Von den Arbeiten, die eine ganze Theorie auf dem Gebiet der Kiise- 
reifung geschaffen haben und lange Zeit die Spezialisten beschiftigten, 
sind diejenigen von Duclaur zu erwihnen, der dort die Ansicht vertritt, 
dali der hauptsachlichste mikrobiologische Faktor beim Reifen der Kase- 
masse ein spezieller Mikroorganismus ist, der an die Heubakterien erinnert, 
und dem er den Namen Tvrothriks gibt. Diese Auffassung, von der man 
jetzt ganzlich abgegangen ist, hatte zahlreiche Anhanger, von denen einer, 
Adametz, sogar eine besondere Art Kiisegiirungserreger bereitete, den er 
Tvrogen nannte, und der die erwihnten Tyrothriks enthielt. Die Versuche, 
die mit diesem Praparat ausgefiihrt wurden, gaben verhaltnismaéBig be- 
friedigende Resultate. 

Die Arbeiten von Freudenreich stellten den Beginn einer neuen Er- 
kliirungsweise des Reifeprozesses in den Kasen dar. Das fast ausschlieBliche 
Vorhandensein von Milchsiturebakterien, das nur sporadische Auftreten 
von sporenbildenden Formen, wie Tyrothriks, der unbedeutende Gehalt an 
verfliissigenden Formen, alles dieses veranlaBbte Freudenreich, seine Auf- 
merksamkeit auf die Milchsiuremikroben zu richten und ihre Eigenschaften 
bei der versuchsweisen Kisebereitung genau zu studieren. Als Ergebnis 
seiner Untersuchungen ist bekannt, daB die Kase, die aus entkeimter 
Milch unter Zusatz reiner Kulturen von Milchsiurebakterien (die von ihm 
aus Kiise gewonnen wurden) sowie mit einer normalen Menge Labferment 
hergestellt wurden, ein Produkt darstellen, das dem in gewéhnlicher Weise 
zubereiteten Kiise sehr nahe steht. Es hat sich sogar herausgestellt, daB 
die Kase, die mit Zusatz von Labferment allein hergestellt worden sind, 
bis zu einem gewissen Grade reifen. In jedem Falle sprechen seine Versuche 
schon in dem Sinne, daB man, wenn auch die Milchsiurebakterien und 
Streptokokken eine Hauptrolle unter den Mikroben spielen, auch nicht die 
chemischen Stoffe vergessen darf, die bei der Kisebereitung in die Kise- 
masse eingetragen werden, nimlich das Labferment und das Salz. 

Unter die chemischen Stoffe, die von Bedeutung fiir die Reifung der 
Kiisemasse sind, mu8 man auch die Milchsiure rechnen. Die Wichtigkeit 
der Milchsiéure tritt noch mehr hervor, wenn man bedenkt, dal die Haupt- 
lebensfunktion der Milchsiuremikroben eben die Bildung von Milchsiure 
ist, und wie die Forschungen vieler Autoren ergeben haben, hangen die 
Vorziige und viele Mangel der Kase von dem UberschuB bzw. dem Mangel 
an Milchsiiure ab [van Dam (4), de Vries und Bockhout (5), Russel u. a. (6)). 

Die Versuche, die von vielen Forschern zur Herstellung von Kise ohne 
Labferment ausgefiihrt wurden, haben zu keinen erfolgreichen Ergebnissen 
gefiihrt, soweit in diesen Versuchskiésen ausschlieBlich Milchsiuremikroben 
vorhanden waren. 

Die Rolle des zum Kase hinzugesetzten Kochsalzes beschrankt 
sich natiirlich nicht nur auf seine konservierenden Eigenschaften; es 
versteht sich von selbst, daB dem Salze auch eine grobe Bedeutung 
bei der Bildung des Kiaseteiges in der Lésung des Eiweibstoffes zu- 
kommt usw., kurzum iiberhaupt bei den physikalisch-chemischen 


Prozessen, die im Verlauf der Kasereifung vor sich gehen. 
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\us allem bisher Gesagten geht deutlich hervor, dal diese drei 
Faktoren, namlich das Chymosin, die Milchsaiure und das Kochsalz 
im Zusammenwirken mit nicht weniger wichtigen Faktoren, und zwar 
der Zeit und der Temperatur, eine gewisse und nicht untergeordnete 
Rolle bei der Reifung der Kase spielen. Natiirlich haben die Fermente, 
die von den Mikroben im Kase ausgeschieden werden, eine nicht 
weniger schwerwiegende Bedeutung, wobei von diesen Mikroben die 
Milchsauremikroben die Hauptrolle spielen, indem sie die Milchsaure 
bilden und einen Teil des Eiweibstoffes lésen Aber auch andere 
Mikrobenarten sind nicht weniger wichtig, indem sie wahrscheinlich 
dem Kase den entsprechenden Geschmack und Geruch verleihen. 

In den bis jetzt erschienenen Arbeiten wird die Frage nach der Be- 
deutung dieser Faktoren fast gar nicht beriihrt, sondern der Schwerpunkt 
auf die mikrobiologischen Erscheinungen verlegt. Wenn auch in einzelnen 
Fallen die Rolle des einen oder des anderen der genannten Elemente erklart 
wird, so geschieht dies doch nur zu dem Zwecke, um die Fehler der Kise 
aufzudecken. So erkliren z. B. Bockhout und de Vries (5) den Fehler ,,.kort* 
(kurz) durch den UberschuB an Milchsiure, und die weiBen Flecken durch 
die Unldéslichkeit der im Kase gebildeten Dilactate des Caseins in einer 
Kochsalzlésung. In diesen Fallen gaben die Verfasser als unmittelbare 
Ursache der oben erwaihnten Fehler den Mangel an Calciumsalzen an, 
die in zu geringer Menge vorhanden waren, als daB sie eine Neutralisation 
der sich bildenden Milchsiure hatten bewirken kénnen 

Meist wurde nur die Rolle eines jeden Faktors getrennt untersucht, 
und nur eine einzige dieser Arbeiten [van Dam (7)] behandelt mehr das 
Zusammenwirken aller Faktoren. Wenn auch der Autor in dieser Abhandlung 
wertvolle Angaben iiber die Rolle und Bedeutung der Milchs&éure und des 
Salzes bei der Reifung der Kiasemasse gibt, so vertritt er doch gleichzeitig 
den Standpunkt, daB das Chymosin und das Pepsin identisch sind, und 
schlieBt somit das Labferment aus der Zahl der spezifischen Agenzien 
bei der Reifung der Kiasemasse aus. Was die Milchsiure anbetrifft, so ist 
sie nach seiner Meinung von untergecrdneter Bedeutung, denn die Wasser 
stoffionenkonzentration im Kase ist bereits nach den ersten 3 bis 4 Tagen 
konstant. Andererseits stimuliert die Milchsiure bis zu einem gewissen 
Grade die proteolytische Wirkung des zugefiigten Labferments. 

Die letzte Arbeit iiber die Untersuchung der Reifung des russischen 
Backsteinkises, die in den bakteriologischen und biochemischen Versuchs- 
stationen des milchwirtschaftlichen Instituts zu Wologda (8) unternommen 
wurde, gibt eine geniigend klare Vorstellung iiber die Entwicklung des 
mikrobiologischen Prozesses und die chemische Verinderung der Be- 
standteile des Kises, jedoch keine theoretisch-wissenschaftliche Erklarung 
einer ganzen Reihe von Fragen, sowohl chemischen aly auch bakteriologischen 
Charakters. Diese Mitteilung beriihrt gar nicht die proteolytische Tatigkeit 
der Milchsiturebakterien (Streptokokken und Stabchen) im Kiise, sowie die 
Bedeutung des Kaselabferments des Salzes und der Milchsiure. die stets 
im Kise vorhanden sind. 


Wie bereits oben erwahnt, existieren zahlreiche Arbeiten tiber 
die hier angeschnittenen Fragen, allein diese tragen einen auberordentlich 


zufalligen Charakter, daher haben wir beschlossen, eine systematische 
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Untersuchung derjenigen Erscheinungen vorzunehmen, die im Kase 
wahrend seiner Reifung auftreten. Unsere Arbeit ist nach folgendem 
Plane aufgebaut: 1. Untersuchung der chemischen Faktoren, die an 
der Reifung der Kase beteiligt sind, 2. die Rolle der Mikroorganismen 
(hauptsachlich der Milchsaurestabchen und -streptokokken). 3. Da es 
unsere Absicht war, die ersten beiden Versuchsserien unter Verwendung 
von Milch in kleinem Mabstab durchzufiihren, so sollten die erreichten 
Ergebnisse auf Versuchskasen nachgepriift werden. Gegenwirtig ist 
die erste Serie der Versuche beendet. 

Bereits die provisorischen Versuche in Probierglasern haben in 
zwei Fallen das Vorhandensein eines scharfen proteolytischen Prozesses, 
nimlich die Zerlegung des EiweiBstoffes der Milch, dargetan, und zwar 
bei Vorhandensein von Milchsaiure und Kaselab und bei Anwesenheit 
von Milchséiuremikroben und Kaselab. In einem Falle, wo die Milch 
in einem klar gesaiuerten Stadium der Milchséiuregirung verwandt 
wurde, war die Ubersichtlichkeit dieses Prozesses augenscheinlich, 
sogar ohne Anwendung der chemischen Analyse, da das ganze Casein 
der Milch nach 24 Stunden gelést war. Gleichzeitig wurden wahrend 
der Ausfiihrung der oben erwahnten Untersuchung iiber die Reifung 
des russischen Backsteinkases Versuche mit Milchagar angestellt, auf 
den Milchsiure, Kochsalz und Labferment aufgetragen und Milchsaure- 
mikroben aufgepflanzt wurden. Die Ergebnisse dieser Versuche sind 
in einer besonderen Mitteilung geschildert worden. [Uber die Anwendung 
des Milchagars von Freudenreich bei der Untersuchung der Milchsaure- 
mikroben (9).] An dieser Stelle mu® darauf hingewiesen werden, dab 
unter gewissen Umstanden sowohl die Milchsauremikroben als auch 
die untersuchten Faktoren eine Klarung, folglich eine Auflésung des 
Caseins auf dem erwahnten Milchagar hervorriefen. 

Diese zufalligen Beobachtungen muBten einer Priifung unterzogen 
und dabei die chemischen Veranderungen genau in Betracht gezogen 
werden, denen die Bestandteile der Milch bei dem ProzeB der Reifung 
der Kase unterliegen. 

Zuerst mute ein orientierender Versuch angestellt werden, um 
die Frage zu klaren, unter welchen Bedingungen weitere Beobachtungen 
am besten ausgefiihrt werden kénnen. Dieser Vorversuch wurde in 
sterilem Medium angesetzt, aber trotz peinlichster Reinlichkeit lieB 
sich in einigen Probierglasern eine Infektion nicht vermeiden. 


Bei diesen Versuchen wurde Kaselabferment. das durch ein 
Chamberlainfilter filtriert worden war, angewandt, daher blieben die 
Kolben steril. Die Filtration der Labfermentlésung durch ein Cham- 
berlainfilter oder eine Berkefeldkerze befreit die Lésung zwar von 
Mikroorganismen, aber gleichzeitig wird dabei doch ihre Kraft ge- 
schwiacht. Diese Schwachung des Ferments war so wechselnd (je nach 
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der Dauer des Filtrierens, der Konzentration der Lésung, der Qualitat 
des Filters usw.), daBb die weitere Anwendung einer filtrierten Lésung 
des Labferments keine vergleichbaren Resultate ergeben haben wiirde 
Daher wurde bei den spateren Versuchen, an Stelle der Anwendung 
aller Bedingungen zur Wahrung der Sterilitaét, zum Schutz der Kolben 
vor Faulnis |Leem Toluol auf 100 cem Milch hinzugefiigt. Wie die 
bakteriologischen Priifungen, die mit allen Versuchskolben angestellt 
wurden, ergeben haben, hat dieser Zusatz von Toluol die Lebenskraft 
der Mikroorganismen vollkommen vernichtet, falls der Kolbeninhalt 
taglich durchgeschiittelt wurde. 

Fiir alle Versuche wurde ein und dasselbe Praparat, Labferment 
angewandt, das vorher auf das Vorhandensein von Pepsin gepriift 
wurde. Aus vielen Praparaten wurde eines ausgewahlt, das kein Hiihner- 
eiweifs in Mettréhrchen verdaute, sogar nicht bei einer Konzentration 
des Ferments von 5Proz. und mit verschiedenen Quantitaten von 
Milch- und Salzsiure. Das auf diese Weise gepriifte Praparat des 
Labferments wurde fiir die Versuche in physiologischer Kochsalzlésung 
von I g zu 100, d. h. 1 Proz. benutzt. Die gerinnende Kraft des von 
uns gebrauchten Praparats betrug 1 pro 100000. Es versteht sich von 
selbst, daB sowohl bei den orientierenden als auch bei den weiteren 
Versuchen nach Méglichkeit die Bedingungen der Sterilitat erfiillt 
wurden, d. h. sterile GefaibBe. sterilisiertes Kochsalz usw. verwandt 
wurden. 

Die Versuchskolben wurden in der ganzen Versuchsserie im Laufe 
von 14 Tagen einer Temperatur von 25°C unterworfen. Die Versuche 
wurden mdéglichst gleichférmig ausgefiihrt, sowehl in bezug auf die 
Versuche selbst, als auch auf die nachfolgende chemische Analyse 
so das die erhaltenen Resultate durchaus vergleichbar sind. Fiir die 
Bestimmung des léslichen Stickstoffs in der Kontrollmilch wurde das 
Casein mit | cem 80proz. Milchsaure niedergeschlagen, denn die An 
wendung von Essigsiure konnte eine Differenz mit dem Versuchs 
kolben ergeben. Da die sterilisierte Milch langsam durch die Ein 
wirkung des Labferments gerinnt, so wurden zu dieser Milch je zwei 
Tropfen einer 50proz. Lésung von Calciumchlorid auf 100 cem Milch 
zugesetzt. Die Ergebnisse des orientierenden Versuchs sind in Tabelle I 
angegeben 

In allen Kolben dieses Versuchs befanden sich 100 cem sterilisierter 
Milch mit einem entsprechenden Zusatz von Reagenzien. In jedem 
Kolben wurden nach sorgfaltiger Vermischung mit den Reagenzien 
bestimmt: Der Sauregrad in Thérnergraden, sowohl der Milch als 
auch der Molken, der Prozentgehalt des léslichen Stickstoffs in den 
Molken. Nach 2 Wochen wurden diese GréBen nochmals bestimmt 
Die Kolben Nr. 1, 2 und 3 enthielten nur Milchsiure in steigenden 
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Mengen, Nr. 4, 5 und 6 nur Kaselabferment, auch in wachsenden 
Mengen, Nr. 7. 8 und 9 eine gleiche Quantitat Kaselabferment bei 
wachsenden Mengen Milchsaure, Nr. 10, 11 und 12 eine gleiche Quantitat 
Milchsaure bei wechselnden Mengen Kaselabferment, Nr. 13 und 14 
Kaselabferment und Milchsiurestreptokokken Rasse 9*, Nr. 15 nur 
Rasse 9*, Nr. 16 dieselbe Rasse, aber 8 Monate alt, Nr. 17, 18 und 19 
Kochsalz in wachsenden Mengen und Nr. 20 die Kontrollmilch. Die 
Kolben mit Kochsalz sind, wie aus den Angaben der Tabelle | ersichtlich 
ist, verfault. 

Die Milch erhéht bei Aufbewahrung mit Milchsaure ihren Saure- 
gehalt bei gleichzeitiger Unveranderlichkeit des léslichen Stickstoffs 
in den Molken. Dieses Ansteigen des Sauregehaltes geht parallel mit 
der Erhéhung der zugesetzten Milchsiuremenge. Die VergréBerung 
des Sauregehaltes der Molken ist bedeutend niedriger als bei Milch. 
Das Kaselabferment allein steigert die Menge des léslichen Stickstoffs 
auch proportional der zugesetzten Fermentmenge 

Die Milchsaure, die gleichzeitig mit dem Labferment zugefiigt 
wird, erhéht stark dessen proteolytische Tatigkeit, wobei, wie die 
Analysenergebnisse der Kolben Nr. 10, 11 und 12 gezeigt haben, diese 
VergréBerung von der Menge des Kaselabferments abhangt. Die Er- 
héhung der Aciditat der Milch bei gleichzeitigem Vorhandensein von 
Milchsaure und Kaselabferment hangt nur von der Menge der Saure 
ab. Der Sauregehalt der Molken steigt in diesem Falle bedeutend 
mehr als bei Milchsaéure allein; dies kann dadurch erklart werden, 
daf hier gleichzeitig die Menge des in den Molken gelésten Stickstoffs 
ansteigt, auf dessen Kosten sich die Aciditat entsprechend erhéhen muB. 

Die Kolben mit dem Kochsalz haben keinerlei Resultate ergeben, 
da dieselben mit Bakterien infiziert wurden. 

Die Kontrollmilch hat sich fast gar nicht geandert. 

Bei Priifung der Analysenresultate der Kolben Nr. 15 und 16 ist 
ein Zunehmen der Menge des léslichen Stickstoffs in den Molken durch 
die Lebenstatigkeit der Milchsiuremikroben zu beobachten. Dieses 
Ansteigen geht sehr schnell vor sich, da zweiwéchige Kulturen fast 
den gleichen Prozentgehalt an léslichem Stickstoff in den Molken 
ergeben haben wie achtmonatige. Die gleichzeitige Anwesenheit von 
Kiaselabferment in der Milch, die von Milchsiuremikroben infiziert 
wurde, erhéht die Proteolyse des Eiweibstoffes bedeutend. 

Da die spezielle Ausarbeitung dieser Frage im zweiten Teile dieser 


Arbeit vorgenommen werden wird, muB hier bemerkt werden, dal der 
Milchsaurestreptokokkus eine Proteolyse des Eiweibstoffes der Milch 
bewirkt, d. h. die wachsende Menge des léslichen Stickstoffs in den 
Molken kann nicht durch die gebildete Milchsaure hervorgerufen werden, 
wie dies durch die ersten drei Versuchskolben bestatigt wird. Diese 
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Ta 
Sterilisierte Milch 
Nr 100 com Milch + Sauregrad der Milch Sauregrad der Molken Pr 
12. XI 25. XI Differenz 12. XI 25. XI Difterenz 12. X 
l 1Og Kochsalz -. 26.5 42 —23 — _ (0st 
2 30g . a4 27,0 24.9 — 2) — O.0S4 
3 50¢ e _ 28.0 24.4 3.6 - O.079 
0,5cem Milehsaure 92.4 95.0) + 26 65,0 638.0 3,0 O08) 
5130 . u 266.0 271.5 + 55 228.0 241.0 -13,.0 O09 
6/40 . a 490.2 511.1 +202 464.0 490.0 26.0 0.105 
7 10 . Labferment 26.0 25.5 = OS 11.0 170 - 6.0 0,128 
8/20 . " 26.0 43 —417 11,0 15.5 45 O14) 
9/;40 . a 26.0 23.3 2.7 11.0 18.0 7.0 0.144 
9* Rasse ) 
th) ‘ 26.0 113.7 187.7 0 87.0 76.0 O09) 
{1.0 cem Labferment | , : 7 I, " ' ’ 
9* Rasse 
ll ' . ' 26.0 110.7 184 7 110 94.0 LSS oO.) 
\2,0 cem Labferment | ’ ag ” ’ ’ "9 ’ 
9* Rasse | 
12 ; , 26.0 107.3 +813 lle 96.0 R850 0.09 
14,0 cem Labferment | i ’ ’ ’ ’ 
3 | @ Reme...-:-. 26.0 110.9 +-84.9 11.0 78.0 67,0 0.09) 
9* Rasse 
14 [9% Rasse \, 28.0 614 +334 - 0.079 
15,0¢ Kochsalz | 
15 Kontrolle. .... 26.0 26.1 + 01] ome « 0.09) 


proteolytische Wirksamkeit des Streptokokkus ist um so interessanter, 
als sie ohne Zusatz von Kreide auftritt. 

Von der Voraussetzung ausgehend, dali bei dem Sterilisieren der 
Milch das Eiweif stark denaturiert wird und dadurch Bedingungen 
geschaffen werden, die ganz anormal im Vergleich zu denen der Kase- 
masse sind, wurde der folgende Versuch, der zum Teil eine Wieder- 
holung des ersten darstellte, gleichzeitig mit roher und _ sterilisierter 
Milch ausgefiihrt. 

Der Unterschied zwischen beiden Versuchen bestand darin, dab 
im ganzen nur drei Faktoren ausgewahlt wurden, namlich Milchsaure, 
Kochsalz und Kaselab, nur getrennt, und daB dem Kolben Nr. 14 
Rasse 9* und 5g Kochsalz hinzugefiigt wurden. 

Zu allen Kolben dieses Versuchs wurde als Antiseptikum Toluol 
zugesetzt, natiirlich mit Ausnahme der Kolben mit den Milchsaure- 


mikroben. 

Die Kolben Nr. 10, 11 und 12 enthielten Rasse 9 und eine wachsende 
Menge Kaselabferment. 

Aus den Ergebnissen dieses Versuchs geht hervor, daB die sterilisierte 
und die rohe Milch dieselben qualitativen Resultate zeitigen, die 
Differenz ist nur quantitativer Art, wobei meist die Menge des léslichen 
Stickstoffs in der rohen Milch gréBer ist als in der sterilisierten. Das 
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Nicht sterilisierte Milch 


o den Molken Sauregrad der Milct Sauregrad der Molken Proz. N in den Molken 

4. XI Differenz 12.XL | 25.X1. Differ 12. XI 25. XI Differ 12. XI 25. XL Differenz 
L081 —0,005 17,5 19.5 20 o~ 7 - 0.141 0.149 L 0.008 
0079 —0,005 19.1 20.3 12 _— 0.143 0148 L 0.005 
0.070 —0,009 20.0 18.9 1.1 -— 0.144 0,150 L 0.006 
0.079 —0.006 81.0 83.5 + 25 66.0 66.0 + 00 0150) O141 0.009 
0.088 —0008 2378 2492 +114 2170 2210 + 40) 0167 0,16) 0.006 
0097 —O0,008 4345 455.0 205 4210 4300 + 90 0194 O179 —OO15 
0.170 0.042 17.0 16.0 10 12.0 16.0 i 40) 0.167 0,232 0.065 
0,187 0.046 17.0 19.9 29 12.0 16.0 + 40 O176 0,250 + 0.074 
0.198 0.054 17.0 20.2 3.2 12.0 17.0 50 0.180 O270 + 0.090 
0.197 0,106 17.0 68.9 +519 12.0 75.0 +63.0 0149 0.217 0.068 
0.232 + 0.141 17.0 745 +575 12.0 81.0 +690 0149 O276 4+ 0,127 
0.297 0,206 17.0 76,2 59.2 12.0 80.0 +680 0149 O306 + 0,157 
0.148 0,057 — —- — 12.0 700 +580 0,149 0220 L O07] 
0.099 0.020 20.0 S19 +619 15.0 63.0 48.0 0.144 0,200 + 0.056 
0,092 L 0.001 17.0 7:7 14 @7 ; _ a 0.149 0.196 L. 0.047 


Kochsalz hemmt, wenn man nach den Resultaten der Kolben mit 
Rasse 9* und Kochsalz, sowie ohne dieses und mit der rohen Kontroll- 
milch urteilt, stark die Wirksamkeit der Fermente. 

Die weiteren drei Versuchsserien wurden folgendermaben aus 
gefiihrt: In jeder Serie wird ein Faktor allein untersucht in wachsenden 
Mengen und auch im Zusammenhang mit anderen Faktoren, die in 
unverinderlichen Mengen zugesetzt werden (Tabelle II). 

Auf diese Weise laBt sich in den drei Serien das gleichzeitige Zu- 
sammenwirken aller drei Faktoren in verschiedenen quantitativen 
Verhaltnissen beurteilen. Diese Versuche wurden sowohl mit rohet 
als auch mit sterilisierter Milch ausgefiihrt. 

Die erste Reihe der Versuche, deren Resultate in Tabelle II] aus 
gefiihrt sind, erstreckte sich auf die Untersuchung der Wirkung der 
Milchsaure 

Zu 100 cem Milch wurden |, 2 und 4cem 70proz. Milchsaure zu- 
gesetzt. In die folgenden Kolben mit demselben Sauregehalt wurden 
noch hinzugesetzt: Kiaselab (2cem Iproz. Lésung), Kochsalz (3 g) 


und endlich beides zusammen. 

Die Resultate haben die ersten Beobachtungen bestatigt, und 
zwar: die Milch erhéht bei Aufbewahrung mit Milchsaure ihre Aciditat, 
ohne daB® sich dabei die Menge des léslichen Stickstoffs in den Molken 
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Ta 
Sterilisierte Milch 
Nr 100 ccm Milch Sauregrad der Miich Sauregrad der Molken Pr 
8 
4. XI 18. XII Differenz 4. XII 18. XI Differenz 4.» 
l 10cem Milchsiure 108.0 111.0 3.0 68.0 73.0 50 0.09) 
2 20 188.0 196.0 8.0 150.0 158.0 g0 0.098 
; 40 ES 350.0 379.0 L290 320.0 338.0 18.0 0.09 
O ce \ ‘hsiure a . 
4 (), cem lileh lure | 1990 115.0 13.0 68.0 820 14.0 0.097 
20 Labferment | ’ . , 

- \j20 . Milchsiiure )} jon . . ate ‘ 
? . 186.0 202.0 16.0 148.0 167.0 19.0 Ol) 
12.0 Labferment | 9 , , : 

0 Milchsi ‘e . ~ 
6 | Milchsiiure | gi¢9 3890 36.0 3150 3480 +4330 0.124 
12.0 Labferment | . 
me 0 Milchsiure , , _ 
; jl, »  Milehsiure | 99.0 102.0 3.0 63.0 66.0 30 O0T9 
\3,.0¢ Kochsalz | 
20cem Milehsiure - 
g {20cem Milchsiure | igz9 196.0 90 1480 1540 11.0 0.064 
\3,.0¢ Kochsalz | 
Oce Milchsiiure . ‘ on as 
v 14, —— Milchsiure | 351.0 380.0 +290 305.0 333.0 L280 0.06] 
\3.0g¢ Kochsalz | 
(1,0cem Milchsiure 
Wo (20 Labferment 100.0 112.0 t.12.0 65.0 82.0 17.0 0.096 
l30¢ Kochsalz | 
2,0cem Miilchsiure 
1!) (20 . Labferment 175.0 202.0 +27,0 142.0 165,0 +230 0,085 
\3.0 g "Kochsalz 
(4,0 cem Milchsiure 
12 (2.0 . Labferment! 347.0 376,0 29.0 306.0 338.0 +-32,.0 0079 
3.0¢ Kochsalz 
0.088 


13. Kontrolle, . 220 |. 240 1. 20 rom i x 


a a 


andert. Es kann sogar eher von einem Absinken desselben gesprochen 
werden, denn in allen Versuchen wurde beobachtet, daB eine solche. 
wenn auch unbedeutende, Verringerung stattfand. 

Das Kaselabferment erhéht bei Anwesenheit von Milchsiure stark 
den Gehalt an léslichem Stickstoff, wobei groBe Mengen des letzteren 
eine ungiinstige Wirkung aufweisen. 

Das Kochsalz wirkt auf die Tatigkeit des Labferments ein, indem 
es, wie oben gesagt, hemmt, wie aus den Analysen der Kolben Nr. 10, 
11 und 12 folgt. 

In der Tabelle LV sind die Ergebnisse der Versuche mit Kase- 
labferment wiedergegeben ; der Versuch ist wie der vorige durchgefiihrt, 
d. h. zu der Milech sind wachsende Mengen Kaselabferment allein und 
mit unveranderlichen Mengen Milchsiure und Kochsalz zugefiigt. Aus 
den Angaben dieser Tabelle ist ersichtlich, was auch bereits bei den 
vorhergehenden Versuchen bemerkt wurde, namlich da die Milch 
bei Aufbewahrung mit Labferment eine proteolytische Zersetzung 


erleidet. Das ist aus der Vermehrung des Stickstoffgehaltes in den 
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Nicht sterilisierte Milch 


jen Molken Sauregrad der Milch Sauregrad der Molken Proz. N in den Molken 
Xl Ditterenz 4. XI 1s. XII Differ 4. XII 1s. XII Differ 4. XI 1s. NII Differenz 
075 —OOIG 1140 1185 45 80.1 88.0 79 O149 0.145 0.004 
076 O.O17 187.5 196.5 - YO 1510 166.0 L150 0.144 0.140 0.004 
oo —0O0004 338.5 367.0 +285 3060 330.0 +240 0.140) 0.138 0.002 
257 0.160 1130 1190 + 60 79.0 98.0 +19.0 0.1438 0293 - 0.150 
217 0.100 175.0 1940 +190 1470 1700 +230 0,148 0.238 0.098 
19] 0.067 3180 348.0 +300 2970 332.0 4-350 0.161 0,229 L. 0.068 
O77 -0002 1160 1205 + 45 #£77,0 85.0 + 80 O118 O.132 0.014 
007 0.003 1740 1845 105 1360 1480 +120 0114 0127 0.013 
Lid cr OO 336.0 363.5 L965 309.0 332.0 23.0 0.094 0108 L O.O14 
0.203 0.107 116.0 124.0 L 8&0 790 98.0 L190 0126 0.298 0.172 
0.177 0.092 1760 1970 +210 1420 1690 427.0 0114 0,220 0.106 
0.146 0.067 326.0 358.0 32.0 298.0 333.0 435.0 0,102 0,200 0.098 
0.098 0.010 19.0 330 +140 — os - 0.142 O184 + 0,042 


Molken ersichtlich. Diese Erhéhung des léslichen Stickstoffs ist in det 
rohen Milch bedeutend starker als in der sterilisierten. Die Milchsaure 
steigert die Wirksamkeit des Kiaselabferments, aber nur, wenn diese 
in bestimmten Mengen zugesetzt wird. Das Kochsalz dagegen hemmt, 
denn die Milch mit Zusatz von Salz enthalt in den Molken weniger 
gelésten Stickstoff als mit Labferment allein. Diese Verringerung 
der léslichen Stickstoffmenge bei Einwirkung von Kochsalz wird auch 
dann beobachtet, wenn alle drei Faktoren zugegen sind. 

Die Wirkung des Kochsalzes zeigt sich noch tibersichtlicher aus 
den Angaben der Tabelle V, in welcher die Resultate der Versuche 
mit Kochsalz ausgefiihrt sind. Dieser Ansatz entspricht im Prinzip 
dem vorhergehenden. Hier ist nicht nur die hemmende Wirkung des 
Kochsalzes klar zu ersehen, sondern auch die Abhangigkeit der Menge 


des léslichen Stickstoffs in den Molken von der Menge des zugesetzten 
Kochsalzes. Bei Durchsicht der Analysenresultate der Kolben Nr. 1, 
2, 3 und 13 ergibt sich, daB das Salz auch auf die Fermente einwirkt, 
die in der nicht sterilisierten Milch enthalten sind 





210) J. Zavkowsky u. N. Slobodska-Zaykowska: 





T aby 
Sterilisierte Milch 
Nr 100 com Milch Sauregrad der Milch Sauregrad der Molken Pr 
1.1 12. IL. Differenz 31.1 12.0 Differenz 3) 
] 10 cem Labferment 29.0 28.5 — 0.5 15.0 17,0 + 20 0078 
S228 . m 28.0 29.0 +10 16.0 18.0 Lt 2O 0.084 
3. 40 , . 28,0 28.5 + O5 16.0 17.0 L 10 0,084 
{1,0 cem Labferment | oc oan 7 @ 10 ~ 
4 22 0 29 ; 4 f 88.0 98.0 L100 OOTH 
Wo , Milchsaure | 122, : a ’ , 10, “isis 
~ {20 . Labferment) o — _ “i ° - 
é . 210 Zi. +. oO. SO.0 4S.0 +~jIZ20 Oot 
> 11.0 in Milchsaure | l l, ] ia do ), a ] % A 
0 : fer » 
6 140 .  Labferment| 117.0 1245 7.5 820 1000 118.0 0.09) 
110 . Milchsaure | ’ ’ 
0 abfer , . 
7 {10 ._ Labferment}) 999 310 +10 16,0 16.0 - 0.0 0.0% 
(3.0 g Kochsalz , , ’ - 
2 O ce ‘ rear 2 
g |20cem Labferment| 399 290 —10 160 170 +10 0,095 
{3.02 Kochsalz | 
0 ce abferme ‘ " . — ‘ 
g {4,0cem Labferment| 30.0 30.5 | +05 16.0 17.5 L 15 0,090 
\3.0¢ Kochsalz | 
(1,0 cem Labferment | 
10 (10 . Milchsaéure 118.0 124.0 + 6.0 80.0 90.0 10.0 0.007 
3.0 ¢ Kochsalz 
(2,0 com Labferment 
1) (10 . Milchsivure 117.0 125.0 - 8.0 82.0 91.0 + 9O O07 
l30¢ Kochsalz 
(4,0 ccm Labferment | 
12 51,0 , Milchsaure 114.0 1225 | +85 80.0 95.0 L15.0 0.080 
3.0 ¢ Kochsalz 
i3 | Kontrolle. .... 29.0 30.0 L 10 — “= 0.078 


Auberdem hat der Zusatz von Kochsalz bei diesen Versuchen 
auch eine Einwirkung auf die Dauer des Gerinnens der Milch durch 
das Labferment, indem der Zeitpunkt der Gerinnung herausgeschoben 
wird: ferner muB fiir die Ausscheidung von Casein aus der salzhaltigen 
Milch mehr Milchsaiure zugesetzt werden. 

In den Kolben, die nicht sterilisierte Milch mit Zusatz von Kase- 
labferment und Kochsalz enthielten, bildeten sich, trotz taglichen 
Schiittelns, feste kleine Kase, die um so fester waren, je mehr Lab- 
ferment hinzugefiigt worden war. 

Aus den Resultaten aller Versuche geht klar hervor, dal} alle diese 
drei Faktoren die eine oder die andere Wirkung auf den Ejiweibstoff 
der Milch ausiiben; inwieweit sie dieselbe Wirkung auf die Bestandteile 
der Kasemasse ausiiben, wird durch die letzte Reihe der Versuche 


gezeigt werden. 


Bisher glaubte man, daB die Milchsaiure in der Kiasemasse nur 
eine Bedeutung als Regulator der Mikroflora des Kases hat, indem sie 
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Nicht sterilisierte Milch 


» den Molken Sauregrad der Milch Sauregrad der Molken Proz. N in den Molken 

12. 1L Differenz 31.1. 12. Il. Differ. Hw. 12. IL. Differ. 3.1 12.0 Differenz 
0.100 + 0,022 24.0 260 +20 120 17,0 + 50 0149 | 0.226 + 0,077 
0118 + 0,034 24.0 260 + 20 120 17,0 + 50 O.141 O231 | + 0,090 
0135 + 0,051 24.0 275 ' + 35 120 17.0 | + 50 0,140) 0.240 | + 0,100 
189 +0119 1140 1165 + 25 810 93,0 +120 0155 O217 L. 0.062 
0209 +0133 1110 1200 + 90 82,0 98.0 +160 01438 0245 + 0,102 
0.234 +0143 1080 1155 + 7,5 80,0 98,0 L180 0140 0280 + 0.140 
0095 —0.001 25.0 25.0 + 00 160 16.0 + 00 O175 0,155 —0,020 
0.100 0.005 25.0 25.5 + 05 16.0 16.0 + 00 0,164 0155 —0,009 
0,105 0015 25.0 255 + 05 16,0 160 + 00 0158 0,155 —90,003 
0135 +0068 1150 1190 + 40 820 92.0 +100 O.158 0.183 + 0.025 
0166 +0096 1120 1225 +105 800 940 +140 0,153 0223 + 0,070 
0185 +0105 1100 1155 + 55 78.0 94.0 +160 0,149 0227 4 0.087 

} 
0.081 + 0,003 24.0 250 + 10 1. —_— — 0.158 0.206 + 0,048 


die Entwicklung vieler fiir den Kase schadlicher Mikroben verhindert 
Jetzt kann man annehmen, da® die Milchsaure einerseits die Wirkung 
des Labferments steigert und andererseits bis zu einem gewissen Grade 
die Aciditaét erhéhen kann; dies kann dann von Bedeutung sein, wenn 
bereits der gesamte Zucker im Kase vergoren ist. 

Dem Kaselabferment mu’ man nicht nur eine koagulierende 
Bedeutung fiir die Milch zuschreiben, es nimmt, wie die Versuche 
erwiesen haben, trotz des ginzlichen Fehlens von Pepsin an der Auf- 
lésung des Eiweibstoffes der Milch teil, und zwar um so mehr, je mehr 
Ferment zugesetzt worden ist. 

Die Wirkung wird noch durch den Zusatz der Milchsiure ver- 
starkt, wenn diese selbst in solchen Mengen hinzugesetzt wird, von 
denen an die Wirkung des Pepsins beginnt abzunehmen. 

Das Kochsalz ist nicht nur wichtig als Geschmacksstoff und Kon- 
servierungsmittel; es hemmt stark die Wirkung des Kaselabferments 
sowie derjenigen Fermente, die sich in der frischen Milch befinden 
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Ta 
= 
Sterilisierte Milch 
Nr 100 ccm Milch + Sauregrad der Milch Sauregrad der Molken Pr ton 
15. Il. 29. IL. Differenz 15. 11 29. Il. Differenz 15.1 wi 

1 10g Kochsalz .. 29.0 310 + 20 ns _ —_ 0,066 Boge 

2 30g _ a 30,0 31.0 +. 10 — _ on 0,070 Boge 

3 50g " es 31,0 310 + 00 _ _ on 0.073 hog: 
(1,0 g Kochsalz | 310 340 + 30 7.0 05 + 35 ' : 

‘ 2,0 cem Labferment | 31, 34, 3, 17, om a 35 0,156 $161 

~ {30g Kochsalz ) 29 ¢) 340 1 90 7) 0 L 20 012 - 

- |2.0 ecm Labferment | 32, 34, =, 18, 20, 3; 126 138 

. {50g Kochsalz ) on P . - 

t }9, 33.0 40 + 0 90 9! i Of 01°! YF 

’ 12,0 cem Labferment | 3 a4, 1, 19, 19,5 ad JA2 124 

7 [1,08 Kochsalz 1 9020 | 2140 +120 2.1 69.0 (+ 70 0.050 “ 

* \2.0cem Milchséure | ~~ 214, 12, 162.0 169, “9 U,000 By 047 
(3,0 g Kochsalz | 205.0 | 2150 +100 52.0 70.0 + 80 55 Mans 

. {2,0 cem Milchsaure | 209, 215, 10, 162, 170, 5, 0,055 §) 053 
5.0 g¢ Kochsalz | - ” - . : 

g }2%8 ‘ 202: 2110 + 9: 0 Oo + 60 1.058 By 058 
{2,.0cem Milchsiure | ” 11, ~ 158, 164, 6, 00 058 
(10g Kochsalz | 

10 (2.0 cem Labferment 201,0 2140 +130 162.0 1715 + 95 0,064 B) 109 
20 . Milehsdure | 
(3.08 Kochsalz | 

11 (20 cem Labferment ' 200.0 213.0 +13.0 156.0 169.0 13.0 0,058 By 100 
20 . Milchsaure | 
(5,9 g Kochsalz | 

12 | 2,0 cem Labferment 199.0 209.0 +100 152.0 166.0 + 14.0 0.056 B) 993 
[20 | Milchsiure | 

13. Kontrolle .... 27.5 2835 + 10 — — — 0.067 f070 

t 


Man kann mit groBer Sicherheit annehmen, daB es in derselben Weise 
auf die Fermente einwirkt, die von den Mikroben im Kise ausgeschieden 
werden. Diese Ergebnisse stimmen nicht mit denjenigen van Dams 
iiberein, der dem Salze eine beschleunigende Wirkung zuschreibt. 
Uberdies muB es als Lésungsmittel fiir die EiweiBstoffe im Kase seinen 
Zweck erfiillen. Die Untersuchung dieser Frage geht auf kolloid- 
chemisches Gebiet tiber und ist bisher noch gar nicht ausgearbeitet 
worden. 

Die erwahnten drei Faktoren nehmen also an dem Reifen der 
Kasemasse teil, und man mu ihnen eine Bedeutung zuerkennen, die 
nicht geringer ist als die der Mikroorganismen. 


Ungeklart bleibt bis jetzt die Frage nach den chemischen Ver- 
ainderungen, die in der Milch bei Aufbewahrung mit Milchsaéure vor 
sich gehen. Man kann annehmen, daB sich hier eine Zersetzung des 
Zuckers abspielt, aber die Bestimmung des Zuckers vor und nach 
EKinwirkung der Milchsiure hat ergeben, da®B dieser hierbei keiner 
Verinderung unterworfen wurde, wie aus Tabelle VI ersichtlich ist. 
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Ta 4 
Nicht sterilisierte Milch 

Proz. Mf den Molken Sauregrad der Milch Sauregrad der Molken Proz. N in den Molken 
15 0. Differenz 15. Il. 29.11. Differ 15. Il. 29. Il. Differ. 15. Il 29. Il Differenz 
0,066 066 +00 23.0 28.0 + 5.0 — —_— — 0.115 0138 + 0,023 
0,000 066 —0,004 23.5 275 + 40 — — _ O115 0,221 + 0,006 
0.073 #063 —0,010 24.0 27,5 + 3,5 — a —_ O115 O19 + 0,004 
O.156 161 + 0.025 23.0 27,0 + 40 14.0 170 + 3.0 0.160 0203 + 0.043 
0.126138 +0012 235 290 + 55 > 150 170 + 20 0152 0169 +0017 
0.1218) 129 + 0,008 240 270 +30 160 160 + 00 0149 0160 +0011 
0,090 8047 —0,003 1990 2040 + 50 1620 1720 +100 0,104 0,121 + OOLT 
0,055 #053 —0,002 194.0 2015 + 75 1600 1720 +120 0,095 0110 + 0,015 
0,095 #058 + 0,0 1970 2045 + 75 1560 16380 + 7,0 0,090 0,093 + 0,003 
0.004 8)109 + 0.045 196.0 2090 +130 1620 1790 +170 O118 0208 L. 0.090 
0,055 #100 + 0,042 193.0 2085 +155 156.0 175.0 +190 0107 0,190 + 0,083 
0.056 §)093 + 0,037 193.0 2040 +110 1540 170.0 ;+160 0.101 0177.) + 0.076 
0.007 W070 = =+ 0.003 21,5 270 + 55 — one _ 0.124 0164 + 0,040 





Vorliegende Daten beziehen sich auf die Milch, die im Laufe von 
14 Tagen mit 4 ccm 70proz. Milchsaure aufbewahrt wurde. Der Zucker 
wurde polarimetrisch bestimmt. Da die Menge des léslichen Stickstoffs 
dabei nicht erhéht wurde, so kann man schwerlich an eine tiefgehende 


Tabelle VI. 





Sauregehalt Zucker 
6 ne ee 354.5° 3,91 Proz. 
Nach 14 Tagen .. . 378.5 3.90 


Spaltung der Eiweibstoffe der Milch unter der Einwirkung von Milch- 
siure denken. Die hier aufgetretene Erscheinung wird einer weiteren 
speziellen Ausarbeitung unterzogen, unabhangig von der vorliegenden 
Arbeit. 

Die Vermehrung des in den Molken gelésten Stickstoffs unter 
der Einwirkung des Kaselabferments kann entweder proteolytischen 
Charakters oder rein dispersoider Natur sein. 


15° 
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Tabelle VII. 





ee -* der Proz.lésliches N_ Proz. zersetzl. N  Proz,. Amm.«N 


ile 


100 cem Milch + 
1. HI. 14. IIL. 1, TU. 14. IIL 1. IIL, 14. Ill 1. HL. 14. IIL. 


2cem Labferment . 240 250 0065 0113 0,036 0,064 0,004 0,005 
2 ” Mil ” 194.0 205.5 0,066 0,130 0,032 0.057 0,004 0,005 
2 . Milchsiure | 
2 . Labferment ; 
2 . Milchsiure 201.0 2140 0,048 0,096 0,030 0.039 0,004 0,006 
3¢ Kochsalz 
Kontrolle. .... 240 240 0.053 0.055 0.037 0.036 0.004 0.004 


Nach den Angaben der Tabelle VII ist vorlaufig kein Grund vor- 
handen, eine weitgehende Spaltung der EiweiBstoffe anzunehmen, 
obwohl eine Vermehrung des zerlegten (Ammoniak-) Stickstoffs statt- 
gefunden hat. In dieser Tabelle sind die Mengen des léslichen, zer- 
legten und des Ammoniakstickstoffs angegeben, die in der Milch bei 
ihrer Aufbewahrung wahrend 14 Tagen unter Zusatz der zu unter- 
suchenden Stoffe vorgefunden wurden. 

In den ersten zwei Versuchsserien wurden gleichzeitig Bestimmungen 
ausgefiihrt, die sich auf die Wirkung der Milchsiuremikroben auf 
Milch mit Zusatz von Salz und Kaselab und ohne diese Zusatze beziehen 
Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Milchsaurebakterien, speziell 
der Streptokokkus, iiber eine proteolytische Fahigkeit verfiigen. Wie 
sich erwiesen hat, tritt diese Funktion in der ersten Lebensperiode 
auf, denn zweiwéchige Kulturen haben die gleiche Zunahme an léslichem 
Eiweibstoff ergeben wie achtmonatige. Man kann daher voraussetzen, 
daB die Proteolyse des Eiwei®stoffes in direkter Verbindung mit dem 
Leben der Bakterienzelle steht, denn der zweiwéchige Termin fillt 
mit ihrer Lebensdauer zusammen. Es ist méglich, daB aus dem Kérper 
der Mikrobenzellen dasjenige Ferment hier nicht ausgeschieden wird, 
nach dem die Mikrobiologen so eifrig bei der Gruppe der Milchsaure- 
bakterien suchen, und das von vielen Forschern Casease genannt wird. 
Ferner ist es méglich, daB die Proteolyse hier mit den Funktionen 
des Lebewesens zusammenhangt. Wenn man dies auf die Bedingungen 
der Kiasemasse bezieht, wo bei einer geringeren Menge Milchzucker 
die Produktion der Milchsaure alsbald eingestellt wird und die gebildete 
neutralisiert oder teilweise gespalten wird, so haben wir auch einen 
langer andauernden proteolytischen Vorgang infolge der gréBeren 
Lebensdauer der Mikroorganismen. 


Fiir eine experimentelle Bestatigung der oben genannten Voraus- 
setzung ist beabsichtigt, im zweiten Teile dieser Arbeit die Haupt- 
lebensfunktionen der Milchsiurestreptokokken und -stabchen bei ihrem 
Wachstum in der Milch, getrennt und zusammenwirkend, zu unter- 
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suchen, sowie die Wirkung der in der genannten Abhandlung erwahnten 
Faktoren auf dieselben. 

Infolge des Unterschieds in den quantitativen Verhaltnissen der 
Bestandteile in der Milch und in der Kasemasse wird beabsichtigt, 
alle diese Versuche nach Méglichkeit auf Versuchskasen nachzupriifen ; 
diese versuchsweise Kasebereitung wird im Laboratoriumsmabstab 
vorausgesetzt. Je nach den erhaltenen Resultaten wird es notwendig 
sein, einige Versuche auch in der Fabrikspraxis zu _ priifen 
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Uber die Anwendung des Milchagars von Freudenreich 
bei der Untersuchung der Milchsiurebakterien. 


Von 
N. Slobodska-Zaykowska. 


(Aus dem milchwirtschaftlichen Institut zu Wologda, RuBland.) 


(Eingegangen am 8, Marz 1925.) 


Um verfliissigende Bakterienformen aufzufinden, wandte Freuden- 
reich (1) bei der Untersuchung der Emmentaler Kase einen Nahrboden 
an, der aus Milch und Agar bestand. Zur Herstellung dieses Nahr- 
substrats benutzte er eine Mischung von 5 ccm sterilisierter Milch und 
5eem 2 proz. Nihragar. Aus der Literatur geht hervor, da®B dieser 
Nahrboden, der zur Auffindung der proteolytischen Eigenschaften der 
Bakterien dient, die meisten Vorziige besitzt. Hastings (2) bestatigt z. B., 
daB dieser Milchagar fiir den Nachweis der verfliissigenden Mikro- 
organismen im Vergleich zur Gelatine weit bessere Dienste leistet. 
Denn erstens kann er bei jeder Temperatur angewandt werden, zweitens 
erlaubt e; die Beobachtung der Proteolyse des Caseins in kurzer Zeit 
und drittens ist er fiir die Feststellung der Enzyme aus tierischen und 
pflanzlichen Geweben geeignet. Hastings (3) zeigt in gleicher Weise, wie 
sich verschiedene Mikroben zum Milchagar verhalten. Ferner unter- 
nimmt er den Versuch, die chemischen Reaktionen, die sich bei der 
Anwendung dieses Naihrbodens abspielen, zu erklaren. Eine gleiche 
Untersuchung fiihrte Hikman (4) aus, der den praktischen Wert des 
Milchagars darin sieht, daB die verfliissigenden Formen hier die Substanz 
nicht lésen und dadurch die Méglichkeit geben, die auflésende Wirkung 
der Mikroben, welche die Zerlegung des Caseins in verschiedener Weise 
bewirken, zu beobachten. Zu allermeist wurde der Milchagar bisher 
als Nahrboden fiir die verfliissigenden Mikroben geschatzt. Man wollte 
ihn bei der Untersuchung der Mikroorganismen, die sich im Kase be- 
finden, anwenden und schrieb ihm eine Rolle bei der Diagnostik der 
speziellen Falle zu. Die Anwendung des Milchagars bei der Kaseanalyse 
ergibt nicht immer das gleiche Resultat, was mit der Anwesenheit der 
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zufalligen Mikroflora im Zusammenhang steht. Um die Wirkungen der 
verschiedenen Mikroben, die sich im Kase befinden, quantitativ zu 
bestimmen, wird der Milchagar angewandt. Dieses hat seinen Grund 
in der Voraussetzung, daB die Milchsaurebakterien, welche die Eigen- 
schaft besitzen, das Casein in einfachere Bestandteile zu zerlegen, 
diese Fahigkeit bei der Aussaat auf den Milchagar zur Geltung bringen. 
Wie gesagt, gibt die Aussaat der Kaseemulsion (die bei der Kaseanalyse 
gewohnlich angewandt wird) manchmal ein sehr gutes Bild des auf- 
gelésten Caseins; dabei haben wir in der Schale nur eine kleine Zahl 
von Kolonien, in deren Umgebung nicht die geringste Spur von Casein 
zuriickbleibt. Wir beobachten dann eine durchsichtige Aureole, welche 
die Form eines Kreises hat, dessen Radius zwischen einigen Milli- 
metern, Lem und mehr schwankt, im Verhialtnis zum Alter der 
Kolonien. Ein derartiges Resultat erhalt man in dem Falle, wenn sich 
im Kase eine stark verfliissigende Bakterienart befindet: meist trifft 
man dabei die sogenannten saurelabbildenden Kokken an. 

Es ist dabei zu bemerken, daB diese Arten nur sporadisch an- 
getroffen werden; fiir gew6hnlich gibt eine Aussaat von Kaseemulsionen 
ein recht undeutliches Bild von den sich entwickelnden kleinen Kolonien, 
die sich kaum von ihrem Untergrund, dem Milchagar, abheben. Zu- 
weilen kann rings um diese Kolonien ein Durchscheinen des Nahr- 
substrats wahrgenommen werden, das aber bald verschwindet und kein 
so klares Bild gibt wie die Horinikokken. Die ausfiihrliche Analyse 
dieser Kolonien laBt keinen Zweifel dariiber, daB Milchsiurebakterien 
vorhanden sind. Worin sich aber augenscheinlich die proteolytische 
Wirkung der Milchsaurebakterien zeigt, das ist die Frage, die bei den 
Versuchen mit Milchsaurebakterien auf Milchagar auftaucht. Die 
genaue Untersuchung des Wachstums dieser Bakteriengruppe im 
Nahrsubstrat ergibt folgendes Resultat. Zur vollen Ausnutzung der 
Milchbestandteile ist es zweckmiBiger, den Wasseragar an Stelle des 
Niahragars zu gebrauchen. Der Wasseragar mu sogar 3 bis 4 Tage im 
flieBenden Wasser mazeriert werden, um spiter mit der gleichen 
Quantitat von Milch vermischt zu werden. Die Milch kann in beliebiger 
Art und Weise behandelt werden; der Wasseragar wird in 2 proz. Lésung 
genommen. Unter den angegebenen Bedingungen ist eine vollkommene 
Analogie des Wachstums der Milchsaurebakterien in diesem Nahrboden 
mit dem Wachstum der Mikroben in der Milch festzustellen. 

Die sorgfaltige Untersuchung des Wachstums einer reinen Kultur 
des Streptokokkus auf einem derartigen Agar gibt uns die Méglhichkeit 
zu beobachten, daB nach 12 bis 14 Stunden das Wachstum (punktiertes) 
der Kolonien beginnt, in deren Umgebung sich eine leichte Klarung 
des Nahrbodens zeigt. Wenn man die Schale weiter stehenlaBt, so 
sieht man, daB sich ihr Aussehen verindert. Die Oberflache wird 
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glanzendweiB, wie man bemerken kann von den Kolonien ausgehend, 
indem die weiBe Farbung die friihere Klarungszone verdunkelt. Mit der 
Zeit verschwinden diese hellen Flecke, und es beginnt die abermalige 
Klarung der Zone rings um die Kolonien; allein diese Klarung geht von 
der Peripherie der triibweiBen Flecken aus. 

Es entsteht nun die Frage, ob diese Klarung rings um die Kolonien 
mag sie primar oder sekundar sein — der proteolytischen Aktivitat 
der Mikroben zugeschrieben werden kann. Eine chemische Definition 
ist hier unmdéglich; die Frage muB daher anders entschieden werden. 
Die Hauptfunktion der Milchsiurebakterien ist die Siaurebildung; es 
ist infolgedessen zu ermitteln, wie unter denselben Bedingungen, d. h. in 
Petrischalen mit Milchagar, die Milchsaure auf die Milch einwirkt. Zu 
diesem Zwecke bringt man in eine Anzahl Petrischalen Milchagar und 
stellt eine Reihe von Milchsaurelésungen von 0,5 bis 40 Proz. Starke 
her. Trigt man nun mittels einer Platinése kleine Quantitaten dieser 
Lésungen auf isolierte Teile des Milchagars auf, so entsteht ein recht 
buntes Bild: dort, wo die schwachen Lésungen hingelangen, beginnt die 
Klarung fast augenblicklich; da, wo die Tropfen der starken Lésungen 
hingeraten sind, bildet sich sehr bald ein glanzendweiBer Niederschlag 
von Casein, der sich um so besser abhebt und eine um so gréBere Flache 
einnimmt, je konzentrierter die angewandte Saure war. 

Allmahlich verschwindet dieser Bodensatz und wird durch eine 
klare Zone ersetzt. Wird auf die durch die Saure abermals geklarte 
Flache eine noch etwas konzentriertere Lésung aufgetragen, so triibt 
sich die Flache wieder. 

Wenn man sich jetzt des Bildes erinnert, das beim Wachstum 
der Milchsiurebakterien entsteht, so kann man behaupten, daf die in 
den ersten 24 Stunden erfolgende Lésung des Caseins von der Tiatigkeit 
der Milchsiure abhingt. Die Quantitat der Milchsaiure wachst stufen- 
weise an, und deshalb wird die durch die Wirkung der schwachen 
Saurelésungen eintretende Caseinauflésung durch das Casein ersetzt, 
das durch den SaureiiberschuB ausgefallt wird. Alle diese Erscheinungen 
entstehen in dem kompakten Niahrsubstrat; aber nach den Unter- 
suchungen Grahams findet die Diffusion ebenso in den fliissigen wie 
in den gallertartigen Substraten statt, und deshalb ist kein Grund 
vorhanden, sie in diesem Falle zu verneinen. Es ist sehr schwer, den 
Ubergang der Auflésungsphase in die Phase der Niederschlagsbildung 


zu erklaren. 

Meist nimmt man an, daB die Wirkung der schwachen und mittel- 
starken Siurelésungen auf die Milch darin besteht, da das Casein 
ausgefallt wird. Die Calciummolekiile trennen sich von den Casein- 
teilen, und das Casein lagert sich ab. Die Caseinmolekiile verbinden 
sich mit einem oder mit mehreren Milchsiuremolekiilen, was von der 
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Quantitat der hinzugefiigten Saure abhingt. Im ersten Falle bekommen 
wir ein Monolactat, im zweiten Di- oder Polylactate. Das Monolactat 
ist in den Lésungen neutraler Salze léslich; die anderen sind darin 
unléslich. So laBt sich die Erscheinung der durchsichtigen Aureole 
erklaren, die wir im ersten Augenblick der Entwicklung der Kolonie 
beobachten. In diesem Falle verursacht die kleine Quantitat der durch 
Mikroben hervorgebrachten Saure die Bildung von Monolactat. Die 
weitere Vermehrung der Milchsiuremenge bewirkt dann den Ubergang 
des Monolactats in das Caseindilactat und wird von der Bildung des 
glanzendweiben Niederschlags um die Kolonien herum begleitet. Die 
Diffusion der Milchsaure in die sie umgebende Nahrsubstanz, die nachher 
erfolgt, ruft wieder die Klarung hervor. 

Da bei Anwendung verschiedener Milchsiurekonzentrationen in 
Petrischalen ein ahnliches Bild entsteht wie bei der Entwicklung der 
Milchsaiurebakterien unter denselben Bedingungen, kann man die 
Ansicht vertreten, da das ,,Durchfressen** der Milchsiurebakterien 
nichts anderes darstellt als die Wirkung der sich bildenden Saure. 
Unter diesen Umstinden ist es sehr schwierig, von einer Untersuchung 
der proteolytischen Eigenschaften der Kisestabchenbakterien sowie 
der Milchsiurestreptokokken zu sprechen. Die Funktion der Saure- 
bildung ist hier so stark entwickelt, daB es unmdéglich ist, den enzymati- 
schen ProzeB, auch wenn er ganz klar verlauft, aufzudecken. In der 
Literatur findet man erwahnt, dab das Labferment die proteolytischen 
Funktionen der Milchsiurebakterien erhéht, und man kann sich vor- 
stellen, da dieser Vorgang in den Petrischalen mit Milchagar bei An- 
wendung des Labferments zutage tritt. Um dieses Ziel zu erreichen, 
prapariert man die sogenannte ,,Labmilch*, d. h. sterilisierte Milch mit 
Zusatz einiger Tropfen | proz. Lablésung. Diese Milch laBbt man 3 bis 
4 Stunden stehen und verwendet sie dann zur Bereitung des Milch- 
agars. Das Wachstum der Kolonien sowie das Bild, das zu beobachten 
ist, unterscheidet sich nicht von dem vorhergehenden. Ein ,,Durch- 
fressen™ findet nicht statt. Mann kann also hier nicht von einer zweifel- 
losen Proteolyse sprechen. Es geht daraus hervor, daf der Milchagar 
zum Nachweis der proteolytischen Eigenschaften der Milchsaure- 
bakterien selbst bei Anwendung von Labmilch nicht dienen kann. 
Durch Hinzufiigen von 3 bis 4 Proz. Kochsalz andert sich das Bild 
des Wachstums dieser Mikroben. Beim Gebrauch eines solchen Agars 
mit Kochsalz halt sich die urspriingliche Zone langer; der Grund liegt 
erstens in der langsamen Bildung der Saure und zweitens darin, dab 
die Ausscheidung der Dilactate durch das Natriumchlorid erschwert 
wird, weil die mit Salz behandelte Milch 1.5mal mehr Milchsaure fiir 
das Fallen des Caseins erfordert. Das alles zeigt, dab von giinstigen 
Bedingungen fiir die Untersuchung der Proteolyse, die unter dem 
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EinfluB der obengenannten Mikrobengruppe entsteht, keine Red 
sein kann 

Vorliegende Untersuchungen haben ergeben, dab der Freudenreich- 
sche Milchagar fiir die proteclytischen Enzymuntersuchungen der Kase 
sowie des Milchsaurestreptokokkus unbrauchbar ist. Ferner ist er zur 
Diagnose nicht anwendbar, da die hervorgerufenen Veranderungen 
sehr schwach ausgeprigt sind; besonders tritt dies bei der Aussaat 
mit anderen Mikroben zusammen in Erscheinung. Dieser Nahrboden 
behalt jedoch seine Bedeutung bei den Untersuchungen tiber die 
Proteolyse derjenigen Mikroben, bei denen diese Funktion an erster 
Stelle steht; sogar wenn die Proteolyse von einer Milchsaureproduktion 
begleitet wird, wird erstere doch nicht durch die letztere beeintrachtigt. 

Zu derartigen Mikroben kénnen wir die Mehrzahl der Saurelab- 
kokken rechnen, die eine intensive Spaltung des Caseins hervorrufen 
und bis 60 Proz. Sauregehalt ergeben, wodurch wiederum die Proteo- 
lyse, die durch das Enzym hervorgerufen wird, verstarkt wird 


Literatur. 
1) Freudenreich, Centralbl. f. Bakt. 1, 169. 2) Hastings, ebendaselbst 
10, 384. 3) Derselbe, ebendaselbst 12, 591. 4) Eikman, ebendaselbst 


10, 531. 

















Uber das Vorkommen yon Di-hydroxy-chinolin-carbonsiure 
(8-Siure von U. Suzuki) in der Reiskleie. 


Von 
Yoshikazu Sahashi. 


(Aus dem Suzuki-Biochemical Laboratory of the Institute of Physical and 
Chemical Research. Komagome, Hongo-ku, Tokvo.) 


(Eingegangen am 10. Mdrz 1925.) 


Im Jahre 1911 hat Ul. Suzuki eine antineuritische Substanz 
(Vitamin B) aus der Reiskleie isoliert, der er den Namen Oryzanin 
gab. Sein Rohoryzanin wurde aus dem alkoholischen Extrakt der 
Reiskleie durch Fallen mit Phosphorwolframsaure und durch Zerlegen 
des dadurch entstandenen Niederschlags mit Baryt in iiblicher Weise 
dargestellt. _Beim Kochen des Rohoryzanins mit verdiinnter Siure 
hat er auBer Cholin, Nikotinsiure, Traubenzucker und einer harz- 
artigen Substanz zwei schwer lésliche Siuren isoliert. Sie wurden aus 
alkoholischer Lésung fraktioniert, kristallisiert und ihnen vorliufig die 
Namen a- bzw. f-Saure gegeben. Die beiden Substanzen waren ein- 
ander sehr ahnlich; sie waren in Wasser schwer, in Alkohol und Alkalien 
aber leicht léslich; die alkoholische Lésung reagierte stark sauer. Sie 
gaben eine starke rotvioletie Farbuag mit alkalischer Diazobenzol- 
sulfonsaure und ferner auch starke Millonsche Reaktion. Die Analyse 
der a-Saure stimmte mit der Formel C,,H,,N,O, und die der f-Siaure 
mit C,),H, NO,'). 

Weitere Untersuchungen waren aber lingere Zeit unterbrochen. 
Wird der alkoholische Extrakt der Reiskleie in 20proz. Alkohol gelést 
und langere Zeit stehengelassen, so scheidet sich allmahlich ein amorpher, 
brauner Niederschlag aus. 8B. Suzuki hat kiirzlich diese Substanz 
sorgfaltig gereinigt und gefunden, daB sie eine wachstumsbeschleunigende 
Wirkung auf Hefe hatte obgleich sie gegen Tauben- Beriberi fast wirkungs- 
los war. Er hat ferner diese Substanz mit verdiinnter Salzsiure gekocht 


') Diese Zeitschr. 1912; Journ. Tokio Chem. Soc. 1910, 1911, 1912 
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und f-Saure in reichlicher Menge erhalten. Diese B-Saure selbst erwies 
sich auf Hefewachstum schwach, aber deutlich wirksam'). 

Der Verfasser hat unlangst eine gréBere Menge des oben genannten 
braunen Niederschlags als Ausgangsmaterial der 6-Saure von der Firma 
Sankyo & Co. bekommen, wo das Oryzanin seit zehn Jahren fabrik- 
mabig dargestellt wird, und nach dem Vorschlag von Prof. U. Suzuki 
etwa 300g f-Saure in reinem Zustande dargestellt, um die chemische 
Natur derselben weiter zu studieren. 

Suzuki hatte friiher fiir die 6-Saure die empirische Formel C,) Hg NO, 
vorgeschlagen. Der Verfasser konnte jedoch dartun, dab diese Siure 
| Mol. Kristallwasser enthalt, das beim Trocknen auf 100° nicht voll 
standig entfernt wird. Erst bei 150° wurde das Wasser vollstandig 
ausgetrieben. Die Analyse des wasserfreien Priparats stimmte nun 
besser mit C,>H,;NO, tiberein. Ferner hat der Verfasser verschiedene 
Salze, Ester, ein Acetyl- und Benzoylderivat sowie die Bromverbindung 
der £-Saure dargestellt und konstatiert, daB sie zwei OH- und eine 
COOH-Gruppe in ihrem Molekiil enthalt. Bei der Einwirkung von 
starker Salpetersiure auf f-Saure wurden Juglonsiure nebst Oxal- 
siure gebildet. 

SchlieBlich hat der Verfasser bei der Zinkstaubdestillation Chinolin 
erhalten und als charakteristisches Pikrat identifiziert, so dab die 
Existenz des Chinolinkerns auBber Zweifel gestellt wurde. Auf Grund | 
dieser Beobachtungen nimmt der Verfasser an, dab die B-Saure eine 
Dihydroxychinolincarbonsaure ist. Die relative Stelle der OH- und 
COOH-Gruppe in dem Molekiil ist freilich noch nicht festgestellt, weil 
verschiedene Strukturisomere existenzfahig sind. Der Verfasser vermutet 
aber, daB der B-Saure vielleicht eine der folgenden Formeln zukommt: 

ences a 


HO OH HO 
oder 





OH. 
N N 
Die Bildung von Juglonsaure und Oxalsaure bei der Einwirkung von 
Salpetersiure auf die £-Saure ist in folgendem Schema zu verstehen: 


COOH COOH 
| | { 
HO \OH HOY “COOH; COOH 
sy i | 
O,.N. JNO, \ COOH 
N 
#- Saure Juglonsaure Oxalsiaure. 


1) Journ. Chem. Soe. Jap. 1924. 
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Experimenteller Teil. 
1. Darstellung der B-Sdure. 

Der braune Niederschlag, der sich beim Stehen des alkoholischen 
Extrakts der Reiskleie allmahlich zu Boden setzte, wurde mit Tuff 
koliert, wiederholt mit Wasser gewaschen und getrocknet. 200g des 
so erhaltenen Pulvers wurden in einem groben Rundkolben mit 3 Liter 
3proz. Salzsiure iibergossen und unter RiickfluBkiihlung 2 Stunden 
gekocht. Am Anfang schied sich auf der Oberfliche der Fliissigkeit 
ein braunes Ol ab, das sich spiter in eine schwarze, harzartige Masse 
verwandelte. Hierauf filtrierte man hei ab und lieB das Filtrat er- 
kalten. Es schieden sich bald gelbbraune Kristalle der f-Siure in 
reichlicher Menge aus, die abgesaugt und mit Wasser gewaschen wurden 
Zur Reinigung wurden sie in 90proz. Alkohol suspendiert und unter 
Zusatz von wenig Natronlauge vorsichtig erwirmt, bis sie klar geldést 
wurden. Man setzte nun wenig Tierkohle zu und filtrierte heiB ab 
Beim Ansauern des Filtrats mit verdiinnter Salzsiure wurde die 8-Saure 
in Gestalt feiner gelber Nadeln ausgeschieden. Diese Operation wurde 
nochmals wiederholt und schlieBlich mit Wasser, Alkohol und Ather 
gewaschen. 

Die nadelférmigen Kristalle der B-Saure enthielten 1 Mol. Kristall- 
wasser, das bei 100° nicht véllig entfernt werden konnte. Ein kleiner 
Teil des Wassers war so fest gebunden, da es erst bei 130 bis 150° 
ausgetrieben wurde. 

1. 0,2023 g Substanz, die zuvor im Vakuumexsikkator iiber Schwefel- 
siure 10 Tage getrocknet wurden, verloren bei 150° 0,0176@ Wasser 

8,70 Proz. H,O. 

2. 0,2003 g Substanz, die zuvor im Vakuumexsikkator iiber Schwefel- 

siure 10Tage getrocknet wurden, verloren bei 150° 0,0173g¢ Wasser 
8,69 Proz. H,O. 

3. 0,1430g Substanz (bei 150° getrocknet) gaben 0,3056¢ CO,, 0,0459 2 
H,O, C 58,28 Proz., H 3,56 Proz. 

4. 0,1709g Substanz (bei 150° getrocknet) gaben 0,01207¢ N (nach 
Kjeldahl), N = 7,06 Proz. 

Wenn man die nadelférmigen Kristalle aus heiBem, absolutem 
Alkohol umkristallisiert, so erhalt man rhombische Prismen, die kein 
Kristallwasser enthalten und deshalb beim Trocknen auf 100° leicht 
zur Gewichtskonstanz gebracht werden. Die Analyse der so erhaltenen 
Kristalle ergab folgendes Resultat: 


5. 0,1089g Substanz gaben 0,2327 g C O,, 0,0355g H,O, C 58,28 Proz., 
H 3,62 Proz. 

6. 0,1220g Substanz gaben 0,00872g¢ N (nach Kjeldahl), N = 7,15 Proz. 

7. 0,1032g Substanz gaben 0,2196g CO,, 0,0313g H,O, C = 58,03 Proz., 
H 3,37 Proz. 

8. 0,0970g Substanz gaben 0,2066g¢ C O,, 0,0298 g¢ H,O, C = 58,12 Proz., 
H 3.41 Proz. 
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Kristallwasser 

INI, RG ester ce Se Seah Ske 8,70 

‘ Oe: dee sd ok Oo 8,69 

Berechnet fiir C,)H,;NO,+ H,O 8,07 
Cc H N 
Co ee 58,28 3,56 7,06 
2. oe ae 58.28 3.62 7.15 
Re eee ee 58,03 3.37 — 
- a ee ee 58,12 3,41 — 
Berechnet fiir C,,H;NO, . . 58,54 3,41 6,83 


Die von Suzuki aus seinem Rohoryzanin erhaltene a- und #-Siure 
hatte nach seiner Analyse folgende Zusammensetzung: 





C H N c H N 
53,29 4,19 7,19 57.60 3.68 6,82 

a-Séure. . . 53,26 4.43 — 8-Saure . 57.88 3,85 — 
| 5332 439 | 691 | 5771 3.91 vet 


Wie man sieht, ist der C-Gehalt der B-Saure etwas niedriger und 
der H-Gehalt etwas héher als die fiir die Formel C,H, NO, berechneten 
Zahlen. Diese Abweichung wird dadurch erklart, daB er seine Praparate 
bei 100° trocknete, so daB noch ein kleiner Teil des Kristallwassers 
haften geblieben war. Um diese Annahme zu bestiatigen, hat der Ver- 
fasser seine nadelférmigen Priparate bei 100° gewichtskonstant ge- 
trocknet und analysiert: 

Analyse des bei 100° getrockneten Praparats: 

1. 0,1962g Substanz gaben 0,4134g CO,, 0,0716g H,O, C = 57,46 Proz., 
H 4.04 Proz. 

2. 0,1937g Supstanz gaben 0,4071g CO,, 0,0699g H,O, C = 57,23 Proz., 
H 4,00 Proz. 

3. 0,2019 g Substanz gaben 0,014084 g N (nach Kjeldahl), N = 6,98 Proz. 

4. 0,2008g Substanz gaben 0,01334g N, N 6,65 Proz. 

Andere Praparate wurden im Luftbad bei 100° mehrere Stunden 
getrocknet und analysiert: 

5. 0,1987g Substanz gaben 0,4161¢ CO,, 0,0616g H,O, C = 57,11 Proz., 
H 3,45 Proz. 

6. 0,1760g Substanz gaben 0,3712g CO,, 0,0562g¢ H,O, C = 57,52 Proz., 
H 3,55 Proz. 

7. 0,1034g Substanz gaben 0,007 19g N (nach Kjeldahl), N = 6,95 Proz. 

Die Analyse stimmte also mit derjenigen Suzukis vollkommen 
iiberein, und so unterliegt es keinem Zweifel, daB es sich um ein und 


dieselbe Substanz handelt. 
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2. Eigenschajten der B-Sdure. 


1. Léslichkeit. Die 8-Saure ist in kaltem Wasser schwer, in heibem 
Wasser etwas leichter, in heibem absoluten Alkohol noch leichter 
léslich. Die wasserhaltige, nadelférmige B-Siure lést sich in heibem 
Alkohol und scheidet sich wieder in Gestalt wasserfreier, rhombischer 
Kristalle aus. Sie ist unléslich in Aceton, Chloroform, Benzin, Ter- 
pentin6l ; léslich in: Pyridin, Anilin, heiBem Eisessig. In konzentrierter 
Salz- oder Schwefelsiure oder in Alkalien ist sie auch léslich. Die 
wasserige oder alkoholische Lésung reagiert ziemlich stark sauer. In 
verdiinntem Alkohol lést sich die Saiure mit strohgelber Farbung. 
Durch Einleiten von Kohlensaure in die alkalische Lésung wird sie 
nicht gefallt; erst durch Zusatz von Salz- oder Schwefelsaiure wird sie 
wieder ausgeschieden. 

2. Schmelzpunkt. Im Kapillarrohr erhitzt, verwandelt sich die 
Farbe der £-Saure gegen 150° in Orangegelb und gegen 300° in schmutzig 
Griingelb. Sie schmilzt oder zersetzt sich bis 315° nicht. Im Platin- 
tiegel vorsichtig erhitzt, verbrennt sie unter teilweiser Sublimierung. 

3. Reaktionen. Die f-Saure gibt eine tiefblaue Farbung mit Ferri- 
ferricyanidreagenz; sie reduziert ammoniakalische Silberlésung, bildet 
aber dabei keinen metallischen Spiegel; gibt eine rétlichbraune Farbung 
mit FeCl,, aber keine griine Firbung; ferner eine schmutzig rote Farbung 
mit Willonschem Reagenz; eine tief indigoblaue Farbe mit Folinschem 
teagenz; weiter gibt sie starke rotviolette Farbung mit alkalischer 
Diazobenzolsulfonsaure und tiefblaue Farbung mit Phosphormolybdan- 
siure und Ammoniak:; aber keine rote Farbung (Flavonolreaktion) 
mit konzentrierter HCl und Mg. 

Sie gibt auch die pyrrol- oder indolahnliche Reaktion, d.h. der 
durch Kochen der f-Saure mit Kalilauge entwickelte Dampf rétet 
Holzspine, die zuvor mit konzentrierter HCl] befeuchtet waren; fiigt 
man zu einer Lésung von Eisessig und Natriumnitrit eine verdiinnte 
alkalische Lésung von §-Saure zu, so wird die Fliissigkeit schwach 
rétlichgelb, bildet aber dabei keinen roten Nitrosokérper. Sie gibt 
gelbe Farbe mit p-Dimethylaminobenzaldehyd unter Zusatz von HC! 
und NaNO,. Setzt man der wasserigen Lésung von f-Siure Nitro- 
prussidnatrium zu, so verschwindet die gelbe Farbe, die durch Zusatz 
von Alkali wieder zum Vorschein kommt. Beim Kochen fallt ein brauner 
Niederschlag aus; bei starkem Ansauern mit Eisessig erfolgt eine dunkel- 
griine Fallung. 

4. Molekulargewicht. Da keine geeigneten Lésungsmittel fiir die 
f-Saure vorhanden waren, war die kryoskopische Methode nicht an- 
wendbar. Aus den Analysen verschiedener Metallsalze oder Ester, die 
nachstehend beschrieben werden, nimmt der Verfasser an. da das 
Molekulargewicht der B-Siure C,)H;NO, = 205 ist. 
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3. Salze und Derivate der B-Sdure. 

1. Kupfersalz. 0,5 g B-Saure wurden in wenig Wasser suspendiert 
und mit Ammoniak (1 : 3) so lange versetzt, bis ein entstandener Nieder- 
schlag wieder klar gelést wurde, dann gab man 2g Kupferacetat in 
verdiinnter Essigsiurelésung unter Schiitteln zu. Es schieden sich 
dabei allmahlich hellgelblich griine Kristalle aus, die mit Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen, darauf getrocknet und analysiert wurden. 


Bestimmung des Kupfers: 
Im Vakuum bei 100° getrocknet: 0,0979 g Substanz gaben 0,0146 g CuO 
11,92 Proz. Cu. 
Im Luftbad bei 120 bis 150° getrocknet: 0,1086g¢ Substanz gaben 
0.0171 g CuO 12,58 Proz. Cu. 
Im Luftbad bei 160 bis 170° getrocknet: 0,0912g Substanz gaben 
0,0152¢ CuO 13,32 Proz. Cu. 


Ber.: (C,,H,NO,),Cu.3H,O .... 12,10 Proz. Cu 
(C, H,NO,),Cu.2H,O .... 12,63 , Cu 
(Cottey Gabe. wt ew 13,49 ,, Cu 


Es scheint also, daB das Kristallwasser erst bei hGherer Temperatur 
entfernt wird. 

2. Bariumsalz. Die £-Saure wurde in Ammoniak gelést, mit 
Bariumchloridlésung versetzt und auf dem Wasserbad eingedampft 
Nach dem Erkalten schieden sich glinzende, gelbe, kugelférmige 
Kristalle aus, die bei 170° zum konstanten Gewicht getrocknet und 


analysiert wurden: 


0,0996 g Substanz gaben 0,0435¢ BaSO, 25,70 Proz. Ba. 
dey oe Sr i 25,02 Proz. Ba. 


Das bei 100° zum _ konstanten Gewicht getrocknete Praparat 
enthielt noch 5,33 Proz. Wasser, was ungefihr mit der Formel 
(CypHgNO,), Ba . 2 H,O stimmte. 

3. Natriumsalz. Die £-Saure wurde in Natronlauge gelést und 
unter Zusatz von wenig Chlorammonium vorsichtig eingedampft, bis die 
Lésung fast neutral reagierte. Nach dem Erkalten schieden sich hell- 
griinlichweibe, seidenahnliche Kristalle aus. Die bei 100° zum konstanten 
Gewicht getrocknete Substanz enthielt noch 1 Mol. Kristallwasser. 

1. 0,1397 g bei 100° getrockneter Substanz verloren bei 150° getrocknet 
noch 0,0089 g 6,37 Proz. H,O. 

Ber.: C,»gHgNO,Na + H,O 7,35 Proz. H,O. 

2. 0.1308 ¢ bei 150° getrockneter Substanz gaben 0,0332g¢ NaCl 

10.00 Proz. Na. 
Ber.: Cyp>HgNO,. Na 10,13 Proz. Na. 


4. Kaliumsalz. Das Kaliumsalz wurde genau in derselben Weise 
wie das Natriumsalz dargestellt. Es bildete glinzende gelbe Nadeln. 
Das im Vakuumexsikkator iiber Chlorcalcium zum konstanten Gewicht 
getrocknete Priparat verlor bei 160° nicht mehr an Gewicht. 








acme 
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0,1529g Substanz (bei 160° getrocknet) gaben 0,0468¢ KC! 
16,06 Proz. K. 

Ber.: Cyg>HgN O,K 16,05 Proz. K. 

5. Die £-Saure bildete ferner basische Salze mit Silber, Natrium, 
Ammonium, Calcium usw. Das Silbersalz war gelblich gefarbt und 
sehr empfindlich gegen Licht. Das Ammoniaksalz bildete weibe, seiden- 
ahnliche Kristalle und verlor das Ammoniak vollistandig beim Trocknen 
Nach der Natur der oben erwahnten Salze scheint die f-Saure eine 
zweibasische Siure zu sein, was dem Vorhandensein von phenolischen 
OH-Gruppen zuzuschreiben ist. Das Calciumsalz bildete gelbe, schiffs- 
formige Kristalle und enthielt kein Kristallwasser. 


Analyse des Calciumsalzes: 





1. 0,1122g Substanz gaben 0,0642 g CaSO, 16,83 Proz. Ca. 
2. 0,0722 g - 99 0,0413 g CaSO, 16,82 ,, Ca. 
3. 0.1103 g - »  0,00618 g N, 5,60 Proz. N (nach Giinning). 
Ca N 
SS ee a eee ee ee 16,83 — 
a ae se ee ee ee 16,82 5,60 
Berechnet fiir C,,H;NO,Ca ..... 16,50 5,76 


6. Athylester. Die B-Saure wurde in absolutem Alkohol suspendiert 
und trockenes Salzsiuregas eingeleitet. Sie léste sich dabei unter 
Warmeentwicklung. Man dampfte nun im Vakuum ein, liste den 
iickstand in kaltem absoluten Alkohol, filtrierte von der eventuell 
noch unveranderten freien B-Siure ab und dampfte wieder ein. Es 
schied sich dabei der Athylester der B-Saure in Form gelber, seiden- 
artiger Kristalle aus, die in absolutem Alkohol leicht, in Wasser aber 
nicht léslich waren. Das im Vakuumexsikkator bei Zimmertemperatur 
zum konstanten Gewicht getrocknete Priparat verlor bei 100° nicht 
mehr an Gewicht. 

Analyse des Athylesters: 

0,0983 g Substanz gaben 0,2205 g CO,, 0,0431 g H,O. 





0,0936 g > - 0,2123¢ CO,, 0,0403 g H,O. 
0,1078 g - - 0,006 28 g N, 5,823Proz. N (nach Giinning) 
Cc H ) N 
Se Bea ae & a ewe 61,18 4.87 5,83 
- errr. 61,85 4,78 — 
Berechnet fiir C,>H,NO,.C,H,; || 61,80 4,72 6,01 


7. Methylester. Die £-Saure wurde in absolutem Methylalkohol 
suspendiert und genau so behandelt wie beim Athylester. Man erhielt 
den Methylester als kurze gelbe Tafeln. Das im Vakuumexsikkator 
bei gew6hnlicher Temperatur getrocknete Praparat verlor bei 100° 


nicht mehr an Gewicht 
Biochemische Zeitschrift Band 159. 16 
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Analyse des Methylesters. 
0,1067 g Substanz gaben 0,2342 g¢ CO,, 0,0418g H,O. 





0,0799 g - »  9,1754g CO,, 0,0309g H,O. 
0,1197 g a - 0,00735g¢ N, 6,14Proz. N (nach Giinning). 
0,1004 g - “ 0,006 14g N, 6,11 Proz. N ( 
S H N 
PE Bic 4 2 a eS 59.86 4.35 6,14 
- Petes 4.30 6,11 
Berechnet fiir C,, Hg N O,CH, . 60,27 4.11 6,35 


Auf Grund oben erwahnter Beobachtung unterliegt es keinem 
Zweifel, daB die B-Saure eine Monocarbonsaure ist. 

8. Acetylderivat. 2g 8-Saure (bei 100° getrocknet) wurden mit 
15g Essigsiureanhydrid unter Zusatz von 1 g wasserfreiem Natrium- 
acetat so lange erhitzt, bis man keine Ferriferricyanidreaktion mehr 
wahrnehmen konnte. Man goB nun das Reaktionsgemisch in kaltes 
Wasser und filtrierte vom unléslichen Riickstand ab. Wenn das klare 
Filtrat mit starker Saure angesaiuert wurde, so erhielt man hellgelbe, 
fadenartige Kristalle, die nochmals in Essigsaureanhydrid gelést wurden. 
Die Lésung wurde darauf in kaltes Wasser gegossen und genau so be- 
handelt wie oben. Zur Analyse wurden die Kristalle im Vakuum iiber 
Chlorealecium und Atzkali zum konstanten Gewicht getrocknet. 


Analyse des Acetylderivats : 


0.1144 ¢ Substanz gaben 4,8 cem N (17°, 760 mm) 4,85 Proz. N. 
0,1920 ¢ - - 8.5 ,, N (16°, 755,5mm) 5,10 Proz. N. 
0,5945 2 ” »  dureh Verseifung 0,23932g¢g CH,COOH 


28,85 Proz. (—CO.CH,). 
0.7025 ¢ Substanz gaben durch Verseifung 0,27568¢ CH,COOH 





28,12 Proz. (—CO.CH.). 
N CO.CH, 
Gefunden 1. ....'. 7 arn ee a 4.85 28.85 
mn i ite th a ek ea at 5,10 28,12 
Berechnet C,,H,;NO,(COCH;),.... 4,84 29,76 


Die Substanz stimmt also mit dem Diacetylderivat der 8-Saure 
iiberein. Somit ist nachgewiesen, daB zwei OH-Gruppen in einem 


Molekiil vorhanden sind. 

9%. Benzoylderivat. Die §-Saure wurde in Pyridin (Kahlbaum) 
gelést, mit Chloroform verdiinnt und unter Eiskiihlung mit Benzoyl- 
chlorid in Chloroformlésung tropfenweise versetzt, bis sich keine 
Reaktionswarme mehr entwickelte. Nach 24 Stunden setzte man dem 
Reaktionsgemisch so viel Benzol zu, bis es vollstandig gelést wurde. 
Die Fliissigkeit wurde nun mit Alkalien, Saiuren und Wasser sukzessiv 
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geschiittelt und gewaschen. Nach dem Trocknen mit gegliihtem 
Natriumsulfat wurde unter vermindertem Druck eingedampft, um 
Chloroform und Benzol zu vertreiben. Der zuriickgebliebene Benzoyl- 
kérper wurde dann im Vakuumexsikkator iiber Chlorcalcium und 
Atzkali 10 Tage getrocknet und analysiert. 


Analyse des Benzoylderivats: 








Substanz Co. H.O Cc H 
g 25 _ Proz. Proz 
l. 0.1176 0.3060 0.0440 7101 4.16 
2. 0.1014 0.2642 0,0386 71,06 4.23 
3. 0.1052 2,75 N (26° 759mm) = 2.83 Proz. N 
( H N 
I ie ee ca eee ea ek ee ee 71,01 4,16 — 
. ere tae ee ee ae ee 71,06 4,23 2.83 
Berechnet fiir C,,H,NO,(CO.C,H;), . . 71,95 3,68 2,7 


Verseifung des Benzoylkérpers. 

Der Benzoylkérper wurde mit einer bestimmten Menge n 2 alkoho- 
lischem Kali in gewohnlicher Weise verseift und mit n/10 H,SO, 
zuriicktitriert. Die Aciditatszunahme, d. h. die Menge des verbrauchten 
Kalis, ausgedriickt in der Anzahl Kubikzentimeter n, 10 H,SO,, sowie 
in Prozenten des H-ions war wie folgt: 





0,104n H,SO, Aciditat (H) 


Substanz 
ccom Proz 
See ee a a ee eee ee ee 0.2872 20,5 0,74 
eer strata ps, Sides 0.3019 20,75 0.71 
Berechnet fiir C,, H,N O,(C O.C,H;), — — 0.77 


Die Analyse stimmt diesmal mit dem Tribenzoylderivat der B-Saure 
wahrscheinlich von der Formel 
O.OC .CgH; 
0O.O0C.C.H, 


CyH,N 
lco.0.0CC,H 


iiberein. 

10. Einwirkung von Brom auf die f-Saure. 2g f-Saure und 2g 
Cadmiumoxyd (Kahlbaum) wurden in Wasser suspendiert und unter 
Schiitteln 30g Brom tropfenweise zugesetzt. Das Cadmiumoxyd 
léste sich dadurch vollstaindig auf, und der gréBte Teil der B-Saure ver- 
wandelte sich in eine harzartige Substanz, die in absolutem Alkohol 
leicht, in Wasser aber nicht léslich war. Aus wasseriger alkoholischer 
Lésung schied sich eine zitronengelbe amorphe Substanz aus. Es 
wurden zwei verschiedene Priparate in dieser Weise dargestellt, bei 
100° getrocknet und analysiert : 


16* 
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Substanz CO, H,O H 
Proz Proz 
Pr wee | _—a ae 01014 0,1208 0,0258 32.49 2.83 
aperat A.) 9 |.) «(0.1154 | 013960 | 00277 3214 2.67 
a Se ee 0,1048 0,1169 0,0190 30.85 220 
” ‘12 0.0944 0.1065 0.0250 30.77 2.95 
Substanz N N 
ccm Proz. 
Praparat A. | |: 0,1240 4.1 (28°, 757,25 mm) 3,6 
7.2 : 0.1030 3.35 (28° 7575 . ) 3.54 
Substanz AgBr Br 
Proz. 
p ta. | l. 0,0835 0,0980 49.95 
oo ee 0.0825 0.0950 49.01 


Da die Analyse des Priparats A und B nicht stimmte, kann es 
kein einheitliches Produkt sein. Vielleicht handelt es sich um ein 
Zwischenprodukt. 

Das Filtrat der harzartigen Substanz lieferte aber nach dem Ver- 
dampfen zitronengelbe, durchsichtige kurze Prismen, die mit wenig 
Wasser gewaschen, auf eine Tonplatte gestrichen und im Vakuum- 
exsikkator iiber Chlorcalcium getrocknet wurden. Sie verloren dabei 
das Kristallwasser und verwandelten sich zu einem hellgelben, amorphen 
Pulver. In dieser Weise wurden drei verschiedene Praparate dargestellt 
und bei 100° zum konstanten Gewicht getrocknet und analysiert: 











Substanz CO, H,O Cc H 
Proz Proz 
oo ef a 0.1197 0.0948 0.0143 21,59 1,33 
SMCS aah, Sins a 0.1188 0.0932 0,0122 21,40 1,14 
See 0.1190 6.0939 0.0141 21.52 , 
Substanz N N 
com Proz 
ee 0,1188 3,15 (27°, 754 mm) 2,89 
er 0.1120 3.0 (26°. 753 . ) 2.93 
Substanz AgBr Br 
Proz 
re 0.0836 0.1176 59.86 
ee ste a tee 0,0926 0.1314 60.39 


. Se with 0.1303 0.1814 59.24 

















Vorkommen von Di-hydroxy-chinolin-carbonsiure usw. in der Reiskleie. 231 





& H N Br 
I ea 4 argh ae ak a ae wl 2159 133 —_ 59.86 
. , ee 2140 114 289 6039 
" ee 21.52. 1,32 293 59.24 


Berechnet fiir (C,,H,N O,Br,HBr),CdBr, . . 2194 110 2.56 58.24 


Nach der Analyse scheint dieser Kérper ein Doppelsalz von Cd Br, 
mit der bromsubstituierten f-Saéure zu sein. Vielleicht wurden zwei 
OH-Gruppen in der 8-Saure durch Brom substituiert. 

11. Einwirkung von Salpetersaure auf B-Saure. Die B-Saure wurde 
in 30 cem Salpetersaure (1,4) gelést und vorsichtig auf dem Wasserbad 
eingedampft. Nach dem Erkalten schieden sich feine weibe, baumwoll- 
ahnliche Kristalle (A) nebst kurzen farblosen Prismen (B) aus. Dieses 
Kristallgemisch wurde aus starker Salpetersiiure umkristallisiert, auf 
eine Tonplatte gestrichen und im Vakuumexsikkator tiber Chlorcalcium 
und Atzkali getrocknet. Die Kristalle (A) verwandelten sich dabei in 
eine weibe, amorphe Substanz, die sich leicht von (B) mechanisch 
trennen lie’. Die Kristalle (A) wurden aus ablosutem Ather um- 
kristallisiert. Sie bildeten kurze Prismen und zersetzten sich bei 240 
bis 241°. Die Analyse zeigte, daB sie mit Juglonsiure (Dinitro-3-oxy- 
benzol-1, 2-dicarbonsiure) groBe Ahnlichkeit hatten. 

Die Kristalle (B) wurden als Oxalsiaure identifiziert. sie schmolzen 
bei 184° (unkorrigiert) und zeigten alle charakteristischen Reaktionen 
der Oxalsaure. 

Die Kristalle (A) wurden im Luftbad bei 100° getrocknet und 
analysiert : 








Substanz CO, H,O C H 
Proz Proz 
l. 0.0918 0.1165 0.0146 34.61 1,77 
2. 0.0933 0.1192 0.0144 3484 1,72 
x O.1185 0.1557 0.0187 35.83 175 
ee ee ae ee ee ee 0.1104 0.1457 0.0174 35,99 1,75 
Berechnet f. C,H, N, O, (J uglonsiiure) — _ — | 35.29 1,47 
; N 
Substanz 
g Proz 
l. 0.1730 OO1L731 10.00 (nach Giinning) 
8 0.1081 0.01099 OWT . - ) 
So eee ee ae ee ee 0.1006 9, 1cem( 13°, 784.2 mm) 10.70( . Dumas) 
Berechnet fiir C,H, N,O, ~- — 10,29 


Das bei Zimmertemperatur zum konstanten Gewicht getrocknete 
Praiparat enthielt noch 2 Mol. Kristallwasser. Die Analyse ergab 
folgendes Resultat: 
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0,1327 g Substanz verloren bei 100° 0.0142 ¢ H,O 10,70 Proz 
0.1208 2 a es » 100° 0.0127 g¢ H,O LO,51 
0.1340 ¢ . 100° 0.0142 g¢ H,O 10.69 


Ber.: CyH,N,O,.2 H,O 11,69 Proz. 





Substanz CO, H,O ‘ H 
Proz Proz 
0.1028 OLL75 0.0234 x17 2.53 
Berechnet fiir C,H,N,O,.2H,O, 31,17 2.27 


Die Molekulargewichtsbestimmung der wiasserigen Lésung nach 
der kryoskopischen Methode gab kein befriedigendes Resultat, weil 
die Lésung stark sauer reagierte, so daB ein Teil derselben dissoziiert 
sein mubte. 

Zur Bestimmung der Aciditaét wurde die Substanz in Wasser 
gelést und mit n/10 KOH titriert (Kongorot als Indikator). Die 
Aciditat als Prozente des H-Ions war 1,08 Proz. 

Ferner wurden das Barium- und NSilbersalz dargestellt. Der Ver- 
fasser nimmt deshalb an, da diese Substanz eine tribasische Saure 
ist. Wahrscheinlich handelt es sich um Juglonsaure oder ein Isomeres 
derselben. 

Von der Tatsache ausgehend, daB Chinolin aus der £-Saure durch 
Zinkstaubdestillation gebildet wird, kann man die Bildung des Benzol- 
derivats durch Oxydation des Chinolinkerns leicht verstehen. Die 
Oxalsiure ist vielleicht aus a- und £-Kohlenstoff des Pvyridinringes 
gebildet worden. Ferner ist es sehr wahrscheinlich, daB die COOH- 
Gruppe in der 8-Saure im Benzolring vorhanden ist. 

12. Kalischmelzen. Kalischmelzen der f-Saure fiihrten zu keinem 
endgiiltigen Resultat; 5 g f-Saure wurden mit 50g kaustischem Kali 
(Merck) und 10 cem Wasser in einen Bronzetiegel gebracht, mit dem 
Kork verstopft und 3 bis 4 Stunden bei 280° erhitzt. Die dabei ab- 
destillierte Fliissigkeit reagierte stark alkalisch und gab die Ferriferri- 
cyanid- sowie die Nitroprussidreaktion. Sie gab ein kérniges Platin- 
doppelsalz, das bei itiber 300° schmolz. Wegen Mangel an Material 
wurde es nicht weiter untersucht. 

Die im Tiegel zuriickgebliebene Schmelze wurde in wenig Wasser 
gelést, mit Schwefelsaure (1 : 1) angesiuert, dann wurde sie mit Natrium- 
chlorid gesaittigt und ausgeathert. Die atherische Lésung gab eine rote 
Farbung mit Salz- oder Schwefelsiure, reduzierte ammoniakalisches 
Silbernitrat und bildete dabei einen Metallspiegel. 


Das Cuprisalz wurde auch zu Cuprosalz reduziert. Ferner gab 
sie die Ferriferricyanidreaktion. Wird die atherische Lésung mit Alkali 
versetzt und erwirmt, so entwickelt sich ein Dampf, der mit Salzsaure 
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befeuchtete Holzspane rétet. Aus dieser Reaktion ersieht man, dali 
es sich um ein Pyrrol- oder Indolderivat handelt 

Wenn man zu der atherischen Lésung eine atherische Lésung von 
freiem Phenylhydrazin hinzufigte, so erhielt man ein in Wasser und 
Ather schwer lésliches Phenylhydrazon, das sich bei etwa 170 bis 180° 
zersetzte. 

Die Analyse des bei 100° getrockneten’ Hydrazons ergab folgendes 
Resultat : 











Substanz co HO ( H 
Proz Proz 
ne res 0.0661 0,1260 0.0432 51.99 7,24 
raparat A.) 9 ~. . || 0.0590 | 0.1127 | 0.0368 52.10 6.93 
weimperet DB... kw 0,0706 0,1379 0,0425 53,27 6,69 
Substanz N N 
ccm Proz 
Praneret A. | ih. sig, aha 0.0446 7.7 (27°, 760 mm) 18.87 
appara A. ‘ eer 0.0416 7.2 (28°, 757 . ) 18,82 
Praparat B. ...... 0.0824 13.8 (26°. 759 _ ) 18.45 
Cc H N 
A eg ay iat aks aatitae cat Nib dee nat Spa 51,99 7.2 18.87 
ne re a seats ce gare et he ee eS ae 52.10 693 18,82 


é 53,27 6.69 18.45 


tir Cy, H,,N, 03, ederC,,H,,N;+3H,O . 52.86 749 18,50 


Berechnet f 

13. Zinkstaubdestillation. 5g f-Saure wurden in einem harten 
Glasrohr, welches an einem Ende zugeschmolzen war, mit 25 ¢ Zink 
staub gemischt und im Elektroofen allmahlich erhitzt. Bei 450 bis 550° 
beobachtete man, daB ein gelbes Ol im oberen Teile des Rohres konden 
sierte. Dieses Ol wurde in Ather gelést und mit wasseriger Pikrinsiure 
versetzt. Es bildete sich ein kristallinisches Pikrat des Chinolins, das 
mit Wasser und Ather gewaschen und aus Benzol umkristallisiert 
wurde. Es schmolz bei 200 bis 201° (unkorrigiert) und war mit reinem 
Chinolinpikrat, welches aus Chinolin (Kahklbaum) dargestellt wurde 
vollkommen identisch. Bei der Mischprobe anderte sich der Schmelz 
punkt nicht. 


Analyse des Chinolinpikrats : 


0,0284 g Substanz gaben 4,1 cem N (26,5°, 754.5 mm), N 15,78 Proz, 

0,0440 g Substanz gaben 0,0807 g CO,, 0,0190 g H,O, C 50,03 Proz., 
H = 4,80 Proz. : : 

0,0506 g Substanz gaben 0,0929 g CO,, 0,0248 g HO. C 50,07 Proz., 
H 5,44 Proz. 

0.1213 g Substanz gaben 0,1779g¢ Nitronpikrat 0.075303 ¢ Pikrin- 


siiure 62,08 Proz. Pikrinsa&ure. 
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Cc H N Pikrinsaure 
0 SS ee a ere 50,03 | (4.80) 15,78 62.08 
a ee Se eee ee 50,08 | (5,44) - = — 
Berechnet fiir C,H,N.C,H,(N O,) 30H 50.28 | 2.79 15.64 63,96 


Zusammenfassung. 

1. Die von U. Suzuki aus seinem Rohoryzanin (antineuritische 
Substanz) durch Saurespaltung erhaltene #-Saure (C,yH;NO,) wurde 
vom Verfasser in gréBeren Mengen dargestellt, um die chemische Natur 
derselben weiter zu studieren. 

2. Der Verfasser hat verschiedene Salze, Ester, Acetyl- und Benzoyl- 
derivate, Nitroverbindung, sowie Bromderivate der f-Saure dargestellt 
und bestatigt, dab zwei OH- und eine COOH-Gruppe darin vor- 
handen sind. Ferner erhielt er Chinolin durch Zinkstaubdestillation. 
Der Verfasser nimmt deshalb an, daB die f-Saure eine Dihydroxy- 
chinolincarbonsaure ist, und zwar wahrscheinlich von einer der folgenden 
Strukturformeln: 

COOH COOH 


HO OH HO 
oder 
OH Cy, H, N O,. 


N N 
Die relative Stelle der COOH- und OH-Gruppe ist freilich nicht 
sicher. 
Herrn Prof. U. Suzuki spreche ich meinen aufrichtigen Dank fiir seine 
freundlichen Ratschlage aus. Auch ist e¢s mir eine angenehme Pflicht, 


der Firma Sankyo & Co. fiir die freundliche Lieferung des Ausgangs- 
materials und Herrn R. Yamamoto fiir die sorgfaltigen Garversuche zu 


danken. 























Uber die Wirkung von Thyreoidin, Cerebrin und Cordin 
auf die anaerobe Atmung der Hefe. 


Ve m 
L. P. Rosenow. 


[Aus dem physiologischen Institut der Staatsuniversitit Minsk 
(WeiBruBland )}. 


(Eingegangen am 20. Mdrz 1925.) 


Zur Lésung verschiedener Probleme der Biochemie stellen die 
Pflanzenzellen ein bequemes Objekt dar, das meiner Meinung nach 
auch zur néheren Erforschung der physiologischen Wirkung der tierischen 
Hormone angewandt werden kénnte. 

Den Arbeiten (1) von C. Neuberg mit M. Ehrlich, E. Reinfurth 
und M. Sandberg verdankt man die Feststellung, dab eine groBbe Reihe 
chemisch definierter Substanzen die alkoholische Zuckerspaltung 
verstarkt. Zu diesen Verbindungen gehért nach MW. Tomita (2) auch 
das Thyroxin; der letztgenannte Autor arbeitete nicht mit Hefezellen, 
sondern mit girwirksamem Hefesaft. 

Nach dieser Richtung habe ich weiter einige orientierende Versuche 
unternommen. 

Wir beschlossen vor allem, die Wirkung des Thyreoidins, als des 
am meisten erforschten Stoffes, zu ermitteln. Auf meinen Vorschlag 
iibernahm Herr stud. Feschtschenko diese Versuche in unserem Labo- 
ratorium. Als analytisches Verfahren zur Bestimmung der alkoholischen 
Garung diente die Volumenmessung des sich’ bildenden Gases. In die 
Probierglaser, die fiir diese Versuche benutzt wurden, wurde eine 
Lésung (5 Proz.) von Riibenzucker unter Zusatz von Hefe und Thyreoidin 
eingefiillt (Thyreoidin ,,Poehl* als Pulver). Zu jeder Versuchsreihe 
wurden verschiedene Dosen von Thyreoidin genommen (0,5, 0.2 und 
0.05 g), die Kontrollglaser enthielten kein Thyreoidin. Die Probier- 
gliser wurden in ein Glas gestiilpt, auf dessen Boden sich eine geringe 
Menge derselben Mischung befand; die Gase sammelten sich an dem 
geschlossenen Ende, wo ihr Volumen sodann zu verschiedenen Zeiten 
gemessen wurde. Dieses Verfahren ist eine etwas abgeanderte Art der 
gebrauchlichen Methode mit Garungsbiiretten, eines Verfahrens, das 
kurzdauernde Ablesungen vorzunehmen erméglicht, was auBerst bequem 
fiir die Beurteilung der Kinetik der Garung ist [ Kostytscheff (3)| 

Eine Reihe von Untersuchungen, die von Feschtschenko unter- 
nommen wurden, haben erwiesen, dal das Thyreoidin eine bestimmte 
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und ziemlich regelmabige Wirkung hervorruft, naimlich: bei der an- 
gewandten Menge von 0.2g auf 50.0cem Zuckerlésung verdoppelt 
es die Bildung von CO,. Eine Nachpriifung meinerseits bei etwas 
veranderten Bedingungen ergab dasselbe Resultat. 

Die gleiche Menge (25.0 bis 30,0 g) kauflicher, abgepreBter Hefe 
wurde abgewogen und mit einem Messer fein zerteilt, wobei das 
Thyreoidin wahrend der Zerkleinerung in einer Menge von 0,2 g bei- 
gemischt wurde. Dann wurde die Hefe (rein bzw. mit Thyreoidin) in 
einen 250-cem-Kolben zusammen mit 6 Proz. Zuckerlésung gebracht 
Die Kolben waren verschlossen durch Stopfen. durch welche Glas- 
rohrehen hindurchgefiihrt waren, (Lange bis 30cm, Durchmesser bis 
4mm), welche die Gase in die umgestiilpten Kolben (250cem) hiniiber- 
leiteten. In diesen sammelte sich die gesamte sich bildende Kohlen- 
siure an. Das Aufstellen dieser Gasauffinger wurde sehr schnell durch 
das Herablassen einer Metallklammer bewerkstelligt, die ein Lineal 
festhielt, an das genau senkrecht die Gasauffanger angehingt waren 

Die Versuche wurden bei einer Temperatur von 16° R vorgenommen, 
einige Experimente bei 33°C. 

Eines der Protokolle lautet: 


Experiment am 11. Februar 1925. 


Probierglas 1 Zucker + Hefe 0.2g Thyreoidin auf 50,0 cem 
? O5g a . 90,0 
3 0.05 2 - ., 00,0 
t 
5 a 
6 = | Tropfen tinet. jodi auf 50,0 cem 


Die Probiergliser wurden bei 33°C um 12 Uhr 35 Minuten auf- 
gestellt. Um 1 Uhr 50 Minuten machte sich der Anfang der Gasbildung 
bemerkbar, und zwar in der Reihenfolge 2, 6, 1, 3, 5, 4 

Das Messen der entwickelten CO, geschah in folgenden Zeit- 


riumen und ergab: 





Nr. der 2h 50’ 3h 20° 4b 20’ 4h 35’ 5h 6h Sh 
Probier- 
glaser Héhe der Gassaule in mm 

l 5 6 10 12 15 25 45 
2 5 6 11 14 19 34 60 
3 2 2.2 6 7 7 12 28 
4 2 2.2 8 9 12 22 45 
5 2 2,2 7 bay 10 20 53 
6 2 3.0 8 9 12 23 43 


Es hat sich also erwiesen, da in den ersten Stunden die Bildung 
der CO, bedeutend intensiver in den Probierglisern mit Thyreoidin 
vor sich ging, spater aber sich der Unterschied immer mehr ausglich. 
Eine kleine Dose (0,05 g) Thyreoidin wirkt nicht. 
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Gleichzeitig mit dem Thyreoidin erprobte ich in dieser Versuchs 
gruppe die Wirkung noch zweier organisch-therapeutischer Praparate 
(Poehl), das Cordin und das Cerebrin, in Ampullen fiir subkutane 
Injektion. Von diesen Extrakten wurden 1,0 cem Cordin bzw. Cerebrin 
auf 50,.0cem genommen. Die Probiergliser wurden zu den vorher 
gehenden gestellt, und es erwies sich, dab diese Priaparate in ihrer 
Wirkung auf die Energie der Zuckerzerlegung durch die Hefe das 
Thyreoidin bedeutend iibertreffen. 


Das ersieht man aus folgenden Zahlen 





2h ww’ th 20’ 4h 20" 4h 35 5h 6h Sh 
Nr. der Probierglaser 
Hohe in mm 


. ee. so ee 1] 13 25 28 34 50 75 
2 (Cerebrin) .... 8 9 18 20 26 45 70 
3 0,5 ¢ (Thyreoidin) . 5 6 ll 14 19 34 60 


Von quantitativer Bedeutung ist hier eigentlich nur die Beob 
achtung in den ersten Stunden, da mit dem zunehmenden Unterschiede 
zwischen den Fliissigkeitssiulen ungleiche GréBebedingungen fiir die 
kohlensaureerzeugende  Fliissigkeitssiule entstehen Freilich kann 
man diesen Unterschied nicht proportional der Héhe der Fliissigkeits 
siiule annehmen, da sich die Hefe infolge ihres relativen Gewichts auf 
dem Boden absetzt. [Das relative Gewicht des Protoplasmas 1.069 (4) ; 
das unmittelbar araometrisch festgestellte relative Gewicht unserer 
Lésung aber betrug durchschnittlich 1,011.) 

Besonders energisch als Verstarker der Zuckerspaltung wirkt also 
das Cordin, das die Wirkung des Thyreoidins um mehr als das Doppelte 
iibertrifft. Dann folgt das Cerebrin. Beide enthalten kein Eiweil 
Trotzdem kann nicht als erwiesen gelten, ob hier das Hormon oder 
stickstoffhaltige Stoffe, welche die Hefemasse vergréBern, einwirken, 
da in dieser Richtung keine Forschungen unternommen wurden 

Es bleibt nur die Tatsache bestehen, da eine Beimischung von 
EiweiB und anderen stickstoffhaltigen Stoffen, wie z. B. des Serums 
von Pferdeblut, die Bildung der CO, noch erhéhte, wie aus folgendem 
Protokoll ersichtlich ist 


Experiment am 8. Februar 1925. 





be o | s 
glaser mm mm 
l Zucker 5 Proz. +- Hefe + 2.0 Serum ...... 25 35 
2 . § . + , +10 a Hit Se: 35 nO 
3 ss eo .  - 7 Gee sc 3 as 1] 25 
4 in Be. 4.  . fo Rie 9 kw a 20 30 
5 " S « - «+ + 0.2 Thyreoidin .... 9 15 


6 ‘s 5 ! 5 j 
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Was den quantitativen Wert der Zahlen anbetrifft, so bleibt oben 
Erwahntes bestehen. 

Am meisten zutreffend sind die Zahlen der ersten senkrechten 
Reihe, dann der zweiten usw. 

Die Schwankungen der Zuckerkonzentration in bedeutendem 
Umfang haben auf die Geschwindigkeit der C O,- Bildung keinen EinfluB, 


was folgendes Protokoll zeigt: 


Experiment am 18. Februar 1925. 





3h45' 4h 45’ Sh 45 6b 45's 8h 15’ 


Nr. der 

Probier:- 

giaser Hohe der Saule der CO, in mm 
l 50,0 proz. Zuckerlésung 5 Proz. + 1,0 Hefe 0 0 0 0 0 
2 50,0—10 proz. Zuckerlésung mw « 0 0 0 0 0 
3 me—S5 . m +20 . 0 0 Anfang Anfang +) 
4 50.0—10 , ° +20 |. 0 0 - = gy 
5 500— 5 . . +40 , 0 Anfang ] 35 S4 
6 300-10 . ° +40 . 0 " 6 27 s4 


Die Quantitat der Hefe hat jedoch einen gréBeren EinfluB, als 
man bei Annahme eines einfachen Zahlenverhaltnisses erwarten kénnte. 
Diese Nichtiibereinstimmung einer einfachen Zahlenbeziehung tritt 


auch in folgendem Versuch scharf hervor: 


Experiment am 20. Februar 1925. 





Nr. der = ow 
Probier- Wh | 35h 38h SEC 10h 14h 19h 
glaser =.8 
aS 
83-5 
] 50,0 Proz. Zuckerlésg. + 2,0 Hefe 0 0 0 <£ eSs 0 0 0 
2 500 | = a. 0 0 0 & eo “ Anfang Anfang Anfang 
3 iisoo . A +80. 15 25/| 30 2B& 13 17 25 
4 50,0 . . +160 . 70 | 85 |90 =s* 28 38 o4 


Auch tritt hier nicht die Gesetzmabigkeit in Erscheinung, der die 
Fermente sonst bei ihrer Konzentrationserhéhung folgen (Regel von 
Schiitz- Boryssoff). 

Ich glaube, man kann gegenwiartig aus den oben angefiihrten Ver- 
suchen folgende Schliisse ziehen: 

1. Das Thyreoidin in einer Dosis von 0,2 bis 0,5 g auf 50,0 cem 
erhéht die Bildung von CO, durch Hefe aus Zucker bei anaerober 
Atmung. 

2. Das Cerebrin in einer Dosis von 1,0 cem auf 50,0 cem iibertrifft 
die oben erwaihnte Wirkung des Thyreoidins. 


3. Das Cordin wirkt noch starker, es iibertrifft bedeutend die 


Wirkung des Cerebrins. 
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4. Das Blutserum in entsprechenden Dosen wirkt noch starker 
als die erwahnten Praparate. 

5. Die Bildung der CO, durch Hefe wachst mit dem VergréBern 
der Hefemenge nicht nur infolge des einfachen Zahlenverhaltnisses, 


sondern hauptsdchlich aus irgendwelchen anderen Griinden. 


Literatur. 
1) C. Neuberg, M. Ehrlich, E. Reinfurth u. M. Sandberg, diese Zeitschr 
1915 — 1921. 2) M. Tomita, ebendaselbst 181, 1922. 3) S. Kostytschef/. 
Die Physiologie der Pflanzen 1, 1924. 4) J. F. Leontjeff, Zur Biophysik 


der niederen Organismen; Die Feststellung des relativen Gewichts von 
Dunaliella viridis Teod., Russ. Arch. der Protistologie 3, 1924 








Uber die Wirkung der Galle auf die Verdauung des Eiweibes 
durch den pankreatischen Saft. 


\ on 
L. P. Rosenow (Minsk). 


fAus der physiologischen Abteilung des Instituts fiir experimentelle 
Medizin (Leningrad)}. 


(Eingegangen am 25. Mdrz 1925.) 


Auf Veranlassung von Prof. J. P. Pawlow beschiftigte ich mich 
mit der Erforschung der Gallenwirkung auf die Eiweibverdauung 
durch den Saft der Pankreasdriise. Schon friiher!) war im Pawlowschen 
Laboratorium die giinstige Wirkung der Galle auf die Eiweibverdauung 
durch das Trypsin des Pankreassaftes vom Hunde festgestellt worden. 

Mir standen eigens zu diesem Zwecke operierte Hunde zur Ver- 
fiigung, mit einer Fistel der Pankreasdriise nach Pawlow, mit einer 
Thiry-Vellaschen Darmfistel und mit einer Fistel der Gallenblase mit 
Verband des ductus choledochus. Mittels eines metallenen Katheters, 
eingestellt in den nach:auben gefiihrten Kanal der Driise, wurde aus- 
schlieBlich zymogener Pankreassaft erhalten. 

Die Aktivierung des zymogenen Saftes wurde bewerkstelligt durch 
Hinzufiigen von Darmsaft, der von dem Hunde mit der Fistel gesammelt 
wurde, entweder wahrend der periodischen Tatigkeit des Saftes oder 
auf mechanische Weise, indem man in den durchgeschnittenen und 
nach auBen gefiihrten Darm eine Kautschukdrainage einlegte?). 


!) B.G. Briino, Dissertation, St. Petersburg 1898; Klodnitzky, Disser- 
tation, St. Petersburg 1902; J. P. Schegalow, Dissertation, St. Petersburg 
1900; J. J. Lintwaroff/, Dissertation, St. Petersburg 1901. 

2) Zur Aktivierung wurde zu 2,0cem Pankreassaft 0,1 cem Darmsaft 


hinzugefiigt. 
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Bei letzterem Verfahren nahmen wir gewéhnlich nur die ersten 
Portionen des Darmsaftes, da in diesen bekanntlich die Konzentration 
der Kinase gréBer ist. Die Kraft der Verdauung wurde nach Mett 
bestimmt. 

Vor allem hatten wir festgestellt, daB die Zugabe von Galle in 
die Mischung des Pankreas- und Darmsaftes die Verdauung der Eiweib- 
stoffe erhéht. 


Wir fiihren hier ein entsprechendes Protokoll an: 


7. August 1922. 





Pankreas- Galle. Galle. Verdauung in mm nach Meft 
saft Darmsaft 7 
roh gekocht > 

ccm nach 2 Std nach 4 Std. nach 18 Std 
20 0.1 0.3 — 0 Spuren 7.0 
20 0.1 05 . 0 Spuren 7,0 
2,0 0.1 — — 0 1.0 35 
20 0.1 —_ 05 0 Spuren 5.0 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die Verdauung zuerst im 
Probierglas ohne Galle anfing, d.h. die Galle hemmt die Aktivierung 





des Pankreassaftes durch den Darmsaft. 

Auf Grund friiherer Untersuchungen [F. A. Hanicke')] wurde 
bewiesen, daB, wenngleich der Darmsaft auch ein reichlicheres und 
schnelleres Anwachsen des Trypsins in dem Zymogensaft bewirkt, 
darauf aber auch desto eher seine Zerstérung beginnt, die sehr schnell 
vor sich geht, so da man schon nach 6 Stunden in dem aktivierten 
Safte eine deutliche Verminderung des Trypsins beobachten kann. 
Infolgedessen nahmen wir an, dal die Endverstarkung der verdauenden 
Tatigkeit durch den Umstand bedingt wird, da die Galle, indem sie 
die Aktivierung hemmt, dadurch das Trypsin vor der Selbstverdauung 
bewahrt. Um diese aktivierungshemmende Wirkung auf die Erhaltung 
des Trypsins auszuschlieByn, fingen wir an, Probierglaser zum Zwecke 
der Voraktivierung in einen Thermostaten auf 2, sogar 3 Stunden zu 
stellen, den Pankreassaft mit dem Darmsaft vermischend. 

Auf solche Weise hatten wir es mit einem vollstandig aktivierten 
Safte zu tun. Und hatte die Galle nur durch die Bewahrung des 
Trypsins vor der Selbstverdauung die Eiweibverdauung geférdert, 
indem sie die Aktivierung des Trypsinogens hemmte, so ware auch bei 
diesem Versuchsverfahren keine Verstarkung durch die Galle erfolgt 

Wie das Protokoll zeigt, war die durch die Galle bewirkte Ver- 
starkung erhalten geblieben. 


1) E. A. Hanicke, Bottkins Zeitung fiir Krankenhiiuser, Jahrg. 1901, 
Nr. 20. 
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1. September 1922. 
3 ~ £ sa > Verdauung in mm 
= 3 e us =3 nach Mett 
es & =: = 3 
as 8 v ea FS aa 3 23 Bemerkungen 
s ££ 3 | 58 3] ge 32 | 32 
te = - F cn ew cx, 
9 - x 9@ « 
20 0,1 vey We 05 0,5 <,6 3,0 | Mit yorhergehender Aktivierung 
20 O]1 05 — — 1,0 6,0 7.5 im Thermostaten wabrend 2 Std 
>” 0.1 a 05 = 1.0 7.0 8.0 | bei Anwesenheit von Galle 
) 5 25 95 95 
2,0 0,1 — = 0,5 0,35 oy — Dasselbe, nur ist die Galle nach 
20 0.1 05 — = 0.9 5 6,75 vorhergehender Aktivierung 
2.0 0,1 —_ 0.5 — 0.9 475 6.25 hinzugefiigt. 
20; 01 — —_— 05 0,2 3,0 3,5 Ohne vorhergehende Aktivierung 
2.0 0.1 05 — — 0.4 6,0 75 
20 0,1 oo 0.5 — Spuren 7,0 8.5 


Ein Unterschied in der Verstarkung durch rohe und gekochte 
Galle wurde nicht festgestellt. 

Nachdem wir noch eine Reihe von Versuchen zur Beobachtung 
des Verlaufs der EiweiBverdauung nach gewissen Stunden unter- 
nommen hatten, bemerkten wir, daB die Verdauungskraft in den Probier- 
glasern ohne Galle bedeutend schneller sinkt als in den Probierglasern 
mit Galle, in denen sich die Fermentmenge lange Zeit unverandert 
halt. Hierauf beziehen sich die folgenden Protokolle: 


3. September 1922. 








1), P f s nac ¢ sh Ve 0 
Peshsene. D Galle. Galle. 3 ae Verdauung nach Meftf nach Verlauf von 
t armsaft por gekocht odas 
losung 2Std. 4Std. 6Std. Std. 10Std 
2.0 0.1 — -- 05 0.75 15 1d 2.0 2.5 
2.0 0.1 05 — — 0.5 1,25 2.0 3.0 3.4 
20 01 — 05 — 0.75 1,75 2,2 2,75 3.7 
4. September 1922. 
. Lf Verdauung nach Mett nach Verlauf von 
: ae Darmsaft Galle, roh rpestoieg 
: “OSUPB 16 Std. | 18 Std. 20 Std. | 22 Std. | 24 Std. | 26 Std. 


2.0 01 — — 4,25 45 45 475 50 5,0 
20 0.1 _— 0.5 3,75 45 5.0 §.25 50 5,0 
20 0.1 05 — 6,25 65 75 8.0 8.5 8.5 
20 0.1 05 — 6,25 7 75 8.0 8.5 8.5 
20 01 05 — 6,25 7.0 75 8.0 8.25 8.7 


Wir wenden uns nun zur naheren Betrachtung unserer Versuchs- 
ergebnisse. Nehmen wir die Quadrate der Zahlen, die die Menge des 
verdauten EiweiBes in den Probierglisern mit und ohne Galle angeben, 














. * 
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und untersuchen wir das Verhaltnis der ersten zu den zweiten nac} 
je 2 Stunden, d.h. vergleichen wir die Fermentmenge (Regel Schiit- 
Boryssoff), so sehen wir, daB sich dieses Verhaltnis in den ersten 
2 Stunden unter | halt, nach 4 Stunden gleich | ist. nach 6 Stunde 


fast gleich 2 geworden ist und weiter standig wachst 


Das Verhaltnis nach 2 Stunden. . . . 0,69 
4 1,0 
6 1.0 
Ss “a 
10 ae 1) 
16 2,0 
Is . 2,44 
20 2,49 
22 2.56 
24 2.89) 


Diese Erscheinung kann verursacht sein entweder durch das An 
wachsen der Fermentmenge in den Probierglisern mit Galle ode 
durch Verminderung in den Probierglasern ohne Galle. Wenn wir di 
Zahlen. welche die Menge des verdauten Eiweibes innerhalb jeder 
2 Stunden in den Probierglasern mit und ohne Galle anzeigen, nahet 
untersuchen, so wird es ersichtlich, dai das relative Anwachsen der 
Fermentmenge in den Probierglasern mit Galle durch die Verminderung 
des Ferments ohne Galle erklart werden kann. 


Menge des verdauten EjiweiBes in Millimetern in den Probierglisern mit 


und ohne Galle im Verlauf von je 2 Stunden. 





Mit Galle Ohne Galle Mit Galle Ohne Galle 
2 Stunden 05 0.75 IS Stunden O75 O25 
4 , 0.75 0.75 20 a 05 Ow 
6 . 0.75 0.0 29 * O45 0.25 
s& a 1.0 OL 24 in 05 O25 
0 ! 0.4 Ob 





Wie schon erwaihnt wurde, geht die Zerstérung des Trypsins bei 
starker Konzentration der Kinase sehr schnell vor sich. deshalb war 
zu erwarten, dal’ eben in diesen Fallen auch die begiinstigende Ein 
wirkung der Galle besonders scharf hervortritt. In der Tat sieht man 
aus dem unten angefiihrten Protokoll des Versuches vom 7. September 
1922. da®B nach Verlauf von 22 Stunden das Verhaltnis der Quadrat 
zahlen der Millimeter verdauten Eiweibes in den Probierglisern mit 
Galle bis 5 gestiegen war, wahrend es in den zwei ersten Stunden 
ungefahr gleich | war. Folglich zeigte sich hier der Mengenunterschied 
des Ferments noch scharfetr 
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7. September 1922. 





ans Galle "ro fe g Vett } or 
: am | Derm: | Gelle. alle, Proz Verdauung nach Mett nach Verlaut von 
Feass att ms ge: Soda: 
saft kocht losung 2Std. 5 Std. 22Std - 3 Std. 6 Std. 9Std. 24Std 


*) 0.1 0.1 0: 





26 63; _ 0.5 02 14 2 i 
$6; 63108 — . 02 2.0 *) 05 O02 17 4,75 
20!) 03 05 - 0.4 20 *) 0.4 1.0 13 4,75 


*) In denselben Saft sind neve Stabchen gelegt 


Wir kénnen also auf Grund unserer Versuche den Schlub ziehen, 
daf3 das Vorhandensein der Galle die EiweiBbverdauung durch das 
Trypsin des Pankreassaftes in betrachtlichem Grade begiinstigt 

Diese Verstarkung wird dadurch verursacht, dali die Galle auf 
irgend eine Weise die Selbstverdauung des aktiven Trypsins verhindert. 

Zweifellos sichert die Galle diese Verdauung in bedeutendem 
Mabe bei natiirlichen Verhaltnissen, wo die Verdauung des Eiweibes 


mehrere Stunden wahrt. 


SchluBlolgerungen. 

1. Die Galle sichert in bedeutendem Mabe die EiweiBverdauung 
durch den pankreatischen Saft. 

2. Die Galle bewahrt das aktive Trypsin vor der Selbstzerstérung, 
infolgedessen sich im Verlauf einiger Zeit das Quantum des verdauten 
EiweiBes proportional der Zeit erhdht. 

3. Das Aufkochen der Galle nimmt ihr nicht die Fahigkeit, das 
Trypsin vor der Selbstzerstérung zu bewahren. 

4. Die Galle halt das Aktivieren des zymogenen pankreatischen 
Saftes durch den Darmsaft auf, deshalb geht in den ersten 2 Stunden 
die Verdauung in vitro ohne das Voraktivieren manchmal schneller 
vor sich (besonders bei schwacher Kinase) als bei vorhandener Galle. 

5. Nach dem Voraktivieren geht die Verdauung plétzlich schneller 


vor sich, be? vorhandener Galle. 




















(ber ein vereinfachtes Verfahren’) 
zur Darstellung des neuen Oxalats aus dem menschlichen Harn. 


Von 
Wim. 0. Moor (Leningrad). 


(Eingegangen am 1, April 1925.) 


Da der Nachweis des Vorkommens von U-Stoff im Harn in erster 
Reihe durch das neve Oxalat gefiihrt ist, so hielt ich es fiir vorteilhaft, 
seine Darstellung auf folgende Weise zu vereinfachen: 

100 cem Urin von saurer Reaktion und guter Gelbfarbung (spezi- 
fisches Gewicht 1,020 bis 1,025) werden im Vakuum bei etwa 50° ganz 
eingedampft und der Riickstand wird mit etwa 100 ccm kalten ab- 
soluten Alkohols extrahiert. Die alkoholische Fliissigkeit wird filtriert, 
der Alkohol im Vakuum bei etwa 40° verjagt und der Rest im Exsikkator 
iiber Schwefelsiure getrocknet. Der trockene Riickstand wird in 
50 cem absoluten Alkohols gelést und unter Umschwenken des Kolbens 
mit 150 ccm Ather vermengt. Der klar gewordene Alkohol-Ather wird 
dekantiert, der Riickstand im Kolben in 25ccm Alkohol gelést und 
mit 3 Volumen Ather vermengt. Nachdem auch dieser Alkohol-Ather 
dekantiert worden ist, wird der Kolben mit ein wenig Ather trocken 
gewaschen und der U-Stoff, der am Boden und an den Winden des 
Kolbens haftet, in 10 bis 15 ccm Alkohol gelést?). Durch Filtrieren 
wird der U-Stoff von Beimengungen (Chloriden, Urochrom und anderen) 
befreit und das Filtrat mit 50cem Amylalkohol vermengt, der mit 
wasserfreier Oxalsaiure gesattigt ist. Um nicht zu viel Oxalat zu ver- 
lieren, ist es ratsam, den Athylalkohol bei Zimmertemperatur im 
Vakuum zu verjagen. Der oxalsaure Niederschlag wird mittels Athers 
von Amylalkohol und freier Oxalsaure befreit. Der Unterschied zwischen 
dem neuen Oxalat und echtem oxalsauren Harnstoff kann in der schon 
beschriebenen Weise festgestellt werden®*). 


') Diese Zeitschr. 149, 575. 

*) Der U-Stoff kann mikroskopisch untersucht werden, indem man 
2 bis 3 Tropfen dieser Lésung auf einer Glasplatte verdunsten laBt und 
den Riickstand iiber H,SO, trocknet. 

3) Ebendaselbst 149, 579. Ich gebrauchte ein Mikroskop mit 140 
bis 150facher VergréBerung. 














246 Wim. O. Moor: Vereinf. Verf. z. Darst. d. neuen Oxalats usw 


Von welcher Bedeutung das neue Oxalat fiir den Pathologen ist 
ergibt sich aus folgender Betrachtung: 

Im Jahre 1904 veréffentlichte ein junger russischer Gelehrter 
N. Werschinin, gegenwartig Professor der Pharmakologie an der Uni 
versitat zu Tomsk, eine eingehende Arbeit tiber die Ursache der Giftig- 
keit des normalen Harnes!). Auf Grund genauer chemischer Unter 
suchungen und entsprechender Tierversuche gelangte Werschinin zut 
Schlubfolgerung, dal die wesentlichste Ursache der Giftigkeit des 
normalen Harnes eine organische, stickstoffhaltige Substanz ist. dis 
dem Harnstoff zweifellos sehr nahe stehen mu und sich wahrscheinlich 
in Harnstoff verwandeln kann. Durch Phosphorwolframsaure und 
Salzsiure wird diese Substanz aus dem Harne nicht gefallt. Wenn 
wir nun bedenken, daB der U-Stoff dem Harnstoff nicht nur nahe- 
steht, sondern dal er tatsachlich das Harnstoffmolekiil enthalt, wie 
durch das neue Oxalat bewiesen ist, so muB der Gedanke naheliegen, 
dafB er, der U-Stoff, die wesentlichste Ursache der Harntoxizitat ist. 
Es ist ausgeschlossen, da der Harn neben dem U-Stoff noch einen 
anderen quantitativ wichtigen Bestandteil enthalt, der dem Harnstoff 
ganz nahe steht. Von Bedeutung in bezug auf Werschinins Unter 
suchungen ist auch der Umstand, da der U-Stoff durch Phosphor 
wolframsaure nicht gefallt wird ®). 


') Diese Arbeit ist leider fast unbekannt geblieben, da sie schwet 
zugiinglich ist; sie erschien in den Berichten aus der Universitat zu Tomsk 


1904, 
2) Hingegen werden die Farbstoffe des Urins (Urochrom) durch diese 
Saure gefallt. 








I< 











Kine einfache Methode zur Blutentnahme 
bei der Hagedorn-Jensenschen Blutzuckerbestimmung. 


Von 
Gustav Fritz und B. Paul. 


Aus dem = pharmakologischen Institut der Pazmany-Peter-Universitat in 


Budapest. ) 
(Eingegangen am 2, April 1925.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Unter den in letzteren Jahren sich verbreitenden Blut bestimmungs 
methoden scheint die Hagedorn-Jensensche die Bangsche Methode 
durch ihre Einfachheit und groBbe Prazisitat immer mehr zu verdrangen 
Nach den mittels der Bangschen Methode gewonnenen tiber 1000 und 
der Hagedorn-Jensenschen Methode erhaltenen einigen 100 Resultaten 
stimmen wir auch jedenfalls letzterer zu, da diese Methode durch ihre 
EKinfachheit und Genauigkeit statt der viel Zeit raubenden und 
grobe Reinlichkeit erfordernden Bangschen Methode viel geeignetet 
ist zu Laboratoriums- und klinischen Arbeiten. Seit aber in dieser 
Zeitschrift diese Methode beschreibende Berichte') erschienen sind, 
hesprachen mehrere ihre Vorziige vor der Bangschen, es entstanden nur 
betreffend der Blutentnahme Differenzen zwischen den verschiedenen 
\utoren. Dresel und Rothmann*) empfehlen, da statt der in den 
Originalberichten beschriebenen Methode, welche eine 0,1-cem-Pipette 
vorschreibt, die ,Blutentnahme mittels. des bei der Bangschen 
Methode bekanntgemachten Papieres geschehe, weil bei der Be- 
nutzung der Pipetten das Resultat durch die Gerinnung, das Zuriick- 
rinnen und das schwere Herausschwenken des Blutes aus der Pipette 
sehr unzuverlassig wird. Sie und Dingemanse*) halten die Resultate, 
die durch das Papierverfahren gewonnen sind, ebenso prazis wie jene, 
die mittels der Pipetten geschahen. Dagegen fanden Diaz C. Jimenez 
und Sanchez Cuenca*) die Papiermethode fiir unbrauchbar infolge der 


') Diese Zeitschr. 185, 137. 
*) Ebendaselbst 146. 
>) Ebendaselbst 154. 
‘ 


) Ebendaselbst 153. 











248 G. Fritz u. B. Paul: 


durch dieselbe erhaltenen zweifelhaften Ergebnisse, welche nach ihrer 
Auffassung dadurch entstehen, daB die auf dem Papier wegen des 
Eiweibniederschlages auftretenden Blutgerinnsel Zucker zuriickhalten. 
Wir unsererseits nahmen das zu der Bangschen Methode gebrauchte Blut 
jederzeit mit einer Pipette, und zwar mit einer, die Ernst und Weiss 
beschrieben haben'). Da wir das Verfahren in jedem Falle anwendbar 
fanden, gebrauchten wir es mit einigen Modifikationen zur Hagedorn- 
Jensenschen Methode. Wir fanden die Vorteile des Papierverfahrens 
auch dann nicht, wenn die Resultate tadellos waren, und da man dazu 
nicht viel weniger Blut gebraucht als 0,l cem. Ein weiterer Nachteil 
der Methode ist, da man zu ihr eine Torsionswage benétigt und 
dieser Apparat nicht jedem Institut zur Verfiigung steht und seine 
Beschaffung bei der heutigen schweren finanziellen Lage recht kost- 
spielig ist. 
Wir empfehlen zur Hagedorn-Jensenschen Methode das folgende 
einfache Verfahren, mit welchem wir die entstandenen Meinungs- 
verschiedenheiten der Blutentnahme 
~~ FF iiberbriicken zu kénnen glauben. Dies 
GB } 6 geschieht mit einer einfach konstruier- 
Wi 4 ten Pipette (G. Fritz). 
é Neus In ein mit einem AusgubB ver- 
| @ sehenes dickwandiges Zentrifugen- 
rohrchen kommt ein Gummipfropfen, 
welcher unter den AusguB des Roéhr- 
| chens reicht. Durch den Gummi- 
pfropfen gehen zwei Glasréhren, von 
welchen das eine kurz, an seinem 
iuBeren Ende mit einem Gummi- 
schlauch und darangesetzten Mund- 
stiick versehen ist, das andere eine ge- 
bogene Kapillare, dessen mittlere Partie zu einer Ampulle erweitert 
und auf 0,1 cem geeicht ist und beinahe bis an den Grund des Zentrifugen- 
réhrchens reicht. Es ist an den Zentrifugenréhrchen ein Zeichen fiir 
gerau 6ccm Inhalt angebracht., Die Blutentnahme geschieht so, dab 
durch den Gummischlauch in die Pipette bis zur Marke Blut gesaugt 
wird; es ist ratsam, das Blut ein wenig iiber die Marke zu ziehen und 
dann mit einer am Ende der Pipette gehaltenen Watte das iiberfliissige 
Blut bis zur Eichung herunterzuziehen. Nun saugt man das Blut in 
das Zentrifugenréhrehen und zieht durch die Kapillare ins Réhrehen 
so lange von der Fillungsfliissigkeit nach (5 cem 0,45proz. ZnSO, 
leem n/10 NaOH), bis jene ausgewaschen ist und die Lésung im 

















Abb. 1. 


1) Wien. klin. Wochenschr. 1921. 
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Zentrifugenréhrcehen bis nahe zur 6-cem-Eichung reicht Nach dem 
Entfernen des Pfropfens wird der untere Teil der Pipette mit einigen 
Tropfen Fallungslésung abgeschwenkt und danach bis zur Marke auf- 
gefiillt. Nachher kommt das 3 Minuten lang dauernde Kochen im 
Zentrifugenréhrchen, wonach man das Koagulum auf zweierlei Weise 
entfernen kann: entweder so, da man nach der Originalvorschrift 
filtriert, oder aber, da} man 3 Minuten lang mit etwa 2000 Drehungs- 
zahlen zentrifugiert. Die Fliissigkeit wird vom Zentrifugat abgegossen 
und das Zentrifugenréhrchen zweimal je mit 3 ccm destillierten Wassers 
nachgewaschen und mit einigen Schwiingen wieder zentrifugiert, 
wonach man das Waschwasser zu der zuerst abgeschiitteten Fliissig- 
keit dazu gibt. Sind die Pipetten genau kalibriert, erreicht man tadel- 
lose Resultate. Das Einstocken des Blutes in der Pipette kam durch 


die schnelle Handhabung der Blutentnahme niemals vor 











Die Aufnahmefahigkeit von Lipoidgemischen. 
Von 
A. Sehiifer. 
Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel. 
(Eingegangen am 2. April 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text 


I. Einleitune. 

Seitdem man wei, dab die Zelle ein heterogenes System ist, miissen 
fiir die Verteilung von Stoffen in Zellen und Organen im besonderen 
zwei physikalisch-chemische Vorgange in Betracht gezogen werden: 
selektive Léslichkeit und Adsorption. Wahrend tiber:- den letzteren 
Vorgang durch viele Autoren, namentlich L. Michaelis, P. Rona und 
H. Freundlich, fiir die Lipoide auch durch S. Loewe, ein gréberes 
experimentelles Material herbeigeschafft worden ist, sind die Vorgiange 
in echten Lésungen relativ weniger untersucht, und doch spielt die 
Frage der Léslichkeit, namentlich beziiglich der Lipoide, in der Physio- 
logie und besonders in der Pharmakologie eine grobe Rolle. 

Im folgenden wird deshalb kurz iiber Versuche berichtet, bei denen 
die Verteilung eines Stoffes zwischen zwei Phasen untersucht wurde. 
Die eine Phase bestand aus Ather bzw. Benzol oder Ol, die andere aus 
Wasser. Es wurde die Verteilung eines Stoffes (Ferrirhodanid) zwischen 
der wiisserigen Phase einerseits und andererseits zwischen den ge- 
nannten nicht wasserigen Phasen teils fiir sich, teils in Gemischen von 
ihnen untersucht. Es handelte sich hauptsichlich darum, ob die ein- 
zelnen Komponenten einer Lipoidphase sich in ihrem Lésungsvermégen 


gegenseitig beeinflussen. 


Il. Methodik. 


Die Versuche wurden in derWeise ausgefiihrt, dal} wasserige Lésungen 
von Eisenrhodanid bekannten Gehalts mit Ather, Benzol und Ol ge- 
schiittelt und die dadurch verursachte Anderung im Ejisengehalt der 
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wasserigen Phase auf kolorimetrischem Wege festgestellt wurde. Aus det 
Differenz des Eisengehalts der Ausgangslésung und der mit den oben ge- 
nannten Stoffen geschiittelten Lésung ergaben sich die durch Verteilung 
entstandenen Eisenwerte der nicht wisserigen Phase. Wegen der Ver- 
inderlichkeit der Eisenrhodanidfarbe ist auf sorgfiltigste Gleichhaltung 
der Bedingungen und exaktestes schnelles Arbeiten zu achten 


A nge wandte Losunge he 


Athergesdttiqte Rhodaneisenldsungen. 


Lésung A = 1,410 mg Eisen in 50 cem 
B oe os ia - 
* O.750 .. a. . oo 
D 0.360 .. e . 


lil. Versuche. 


A. System Ather und Benzol. 


1. Versuchsreihe: je 50cem der Lésungen A, B, C, D+ 15 cem 
Ather. 

2. Versuchsreihe: je 50cem der Lésungen A, B, C, D 15 com 
Benzol. 


3. Versuchsreihe: je 50cem der Lésungen A, B, C, D + 7.5 ccm 
Ather 7.5cem Benzol. 

Die gut verschlossenen Proben der drei Versuchsreihen wurden 
15 Minuten lang auf der Schiittelmaschine geschiittelt und zusammen 
mit den Ausgangslésungen 24 Stunden in den Eisschrank gestellt 

Man kann annehmen, dab sich innerhalb dieser Zeit ein bestimmtes 
Gleichgewicht in der Verteilung einstellt, da es auch beim Wiederholen 
dieses Modellversuchs unter denselben Bedingungen ebenfalls wieder 
erreicht wurde. 

Hierauf wurde das wasserige Lésungsmittel abpipettiert, mit ver- 
diinnter Salzsaure zur Zuriickdrangung der Dissoziation angesiuert 
(1 cem 2n Nalzsiure auf 15 cem Lésung) und durch Vergleich im Kolori 
meter mit den ebenfalls angesiuerten Ausgangslésungen der Eisengehalt 
festgestellt 

Da wir bei den Versuchsreihen | und 2 doppelt soviel der ein- 


> 


zelnen organischen Lésungskomponenten angewandt haben als bei 3 
miissen wir, wenn wir 1 und 2 mit 3 in Beziehung bringen wollen 
die Halfte der gefundenen Eisenwerte von 1 und 2 in Rechnung bringen 
bzw. sie addieren Die unten folgenden Zahlen sind Mittelwerte 
zweier gut miteinander iibereinstimmender Versuchsreihen. Unter 


+ 


C.. Ca, C, und C, , , wird die Konzentration an Eisen in den Lésungs- 


" 


mitteln Wasser, Ather, Benzol und Ather + Benzol verstanden. (,,, , \usg.) 
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ist die Konzentration an Eisen in der unbehandelten Ausgangslosung 


Die Eisenwerte sind in Milligrammen angegeben und beziehen sich bei 


Cw (Ausg.) und C',, auf 50 cem, bei C, und ©, auf 7,5 ccm und bei ¢ 
auf licem Lésungsmittel. Nimmt man an, dali die Verteilung von 
Eisen bzw. Eisenrhodanid auf die Phase Benzol Ather eine additive 


Grébe der einzelnen Komponenten ist, so erhalt man durch Berechnung 


die Werte der Versuchsreihe 3a 


Tabelle I. 
System Ather und Benzol. 


Versuchsreihe 1. 








C , ; Cc 
Losungen . ( ( 
( Ausgangslosung) ( 
\ 1.41 1.02 0.39 2 61 
B 1,1] O81 0.30 2.70 
( 0.75 0.56 O19 2 
D 0.36 0,25 O11 


Versuchsreihe 2. 











Losungen C OF Cc - 
(Ausgangslosung) ( 
A 1,41 141 0.00 x 
B 111 1,11 0,00 £ 
( 0,75 0.75 0.00 x 
lL) 0.36 0.36 0.00 x 
Versuchsreihe 3 (gefunden). 
I Cu C C - 
ee (Ausgangslosung) ; C 
A 141 1,22 0,19 642 
B 1.11 1.02 0.09 11.34 
( 0.75 0.71 0.04 17.75 
I) 0.36 0.33 0.03 11.00 
Versuchsreihe 3a (berechnet ) 
’ if 
Losungen Cu Cc C : 
(Ausgangslésung) ( 
A 1,41 1,02 0,39 2.61 
B 1,11 0.81 0,30 2,70 
( 0.75 0.56 0.19 2.04 
»»r 


=/é 


D 0.36 0,25 0,11 














\ufnahmefahigkeit von Lipoidgemis¢ hen, POS 


Zur besseren Ubersicht iiber die Bedeutung dieser Zahlen sind die 
unter C, stehenden Werte aller Versuchsreihen (Konzentration an 


Eisen in der wiasserigen Phase) in cin Koordinatensystem cingetragen 











D 





Losungen 





Abb. 2 


worden. Eine Konstanz des Verteilungsfaktors ist nur bei den drei 
ersten Lésungen der Versuchsreihen 1 und 3a vorhanden. Eigentiimlich 
fiir alle Versuchsreihen ist die Abnahme des Teilungsfaktors (Wasser 
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-organischem Lésungsmittel) bei der Lésung mit der geringsten Eisen- 
konzentration D. Das wiirde heiben, daB in diesem Falle das organische 
Lésungsmittel bei der Verteilung bevorzugt wiirde, relativ mehr ins 
organische Lésungsmittel geht, d.h. der lipoidlésliche Zustand be- 
giinstigt ist. 

Am meisten interessiert uns die aus den Zahlen hervorgehende 
starke Abweichung der gefundenen Teilungsquotienten, von den unter 
der Annahme einfacher Additivitit berechneten, wie sie unter 3a 
angegeben sind. Durch Zusatz von Benzol wird die Aufnahmefiahig- 
keit des Athers weit starker herabgesetzt, als es aus den rela- 
tiven Léslichkeiten des Systems Ather und Wasser einerseits und 
Benzol Wasser andererseits zu erwarten gewesen wire, d.h. die 
Lésungsfahigkeit, das Lésungsvermégen des einen Stoffes (Ather) fiir 
Eisen, wird durch die Anwesenheit eines zweiten (Be nzol) stark herab- 
qeset2t, 


B. System Ather und Ol. 


Bei der Ausfiihrung dieses Modellversuchs wurde im groBen und ganzen 
genau wie beim vorhergehenden Versuche verfahren. Einige Schwierigkeiten 
entstehen bei Verwendung von O] (reinstem neutralen Olivenél). Wenn man 
das O1 als Lésungsmittel der wiisserigen Eisenrhodanidlésung zugesetzt hat 
und auf der Maschine sehiittelt, erhalt man eine feine Emulsion, bei der nur 
langsam eine Entmischung der beiden Fliissigkeiten eintritt. Es ist daher 
ratsam, das Schiitteln mit der Hand vorzunehmen, auch empfiehlt es sich 
nicht, die Proben in den Eisschrank zu stellen. Die kleinen Schwankungen det 
Zimmertemperatur sind freilich auf die Einstellung des Gleichgewichts nicht 
ohne EinfluB. Wir haben sie aber absichtlich in Kauf genommen und aut 
die Anwendung eines Thermostaten verzichtet, denn es zeigte sich bald, dal 
wenn auch die Zahlen der einzelnen Reihe nh voneinander abweichen, ciel 
Gesamtcharakter der Versuche der gleiche blieb und das Gesamtresultat 
unabhaingig von der Temperatur ist. Das zeigt z. B. ein Vergleich der Werte 
der Versuchsreihe der Tabelle I mit denen der Versuchsreihe | in Tabelle II 
Wir haben in beiden Fiillen denselben Versuch, nur unter verschiedenen 
Bedingungen von Temperatur und Zeit ausgefiihrt. Die Versuchsreihen in 
Tabelle I wurden bei 0° 24 Stunden und die Versuchsreihen in Tabelle II 
bei 18° 2 Stunden stehengelassen. 


1. Versuchsreihe: je 50cem der Lésungen A, B, C, D li cem 
Ather. 
2. Versuchsreihe: je 50 cem der Lésungen A, B,C, D 15 cem O| 


3. Versuchsreihe: je 50cem der Lésungen A, B.C, D + 7,5 ccm 
Ather + 7,5cem OL. 

Die Lésungen wurden 15 Minuten geschiittelt und dann 2 Stunden 
hei Zimmertemperatur (18°) stehengelassen. Hierauf wurde abpipettiert 
und in iiblicher Weise der Gehalt an Eisen in den einzelnen Lésungs- 


mitteln festgestellt. 
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Tabelle 11 
System Ather und Ol 


Versuchsreihe | 














( ( 
Losunger ( ( 
— (Ausgangslosung) ( 
A 1.41 ],02 0.39 2.61 
B Ll 0.79 0,32 246 
( 0.75 0.49 0.26 1.88 
D 0.36 0,22 14 157 
Versuchsreihe 2 
( 
( . 
Losunger t Cc, 
_ ( Ausgangslosung ( 
A 141 141 0.00 x 
B 111 1,11 0.00 x 
( O75 O75 0.00 x 
ID 0.36 0.26 O.10 2 OO 
Versuchsreihe 3 (gefunden). 
( 
( 
Lésung ( ( 
Siiein it ( Ausgangslosung ( 
\ 1.4] 1.27 O14 
B 1,11 O97 0.14 
{ O75 0.63 0.12 
> 0.36 0.20 0.16 
Versuchsreihe 3a (berechnet 
A 141 1,02 O39 2.61 
B 1.1] O79 0.32 2.46 
( O.75 0.49 0.26 LSS 
D O36 0.12 0.24 O50 


Es ergibt sich dasselbe Resultat wie beim Modellversuch mit 
Benzol. Die Abweichung der Werte der relativen Léslichkeiten in der 
Versuchsreihe 3 von denen in der Versuchsreihe 3a kommt auch 
bei dieser Versuchsanordnung wieder zum Ausdruck. Es geht viel 
weniger Eisen in die atherische Schicht, wean gleichzeitig Ol vorhanden 
ist. das Ol mindert die Menge des Eisens. die sonst von der gleichen 


Menge Athers aufgenommen worden ware 


IV. 
Physikalisch-chemisch lassen sich die beobachteten Erscheinungen 
durch die Annahme beschreiben, da zwischen den einzelnen Kom 


— 


ponenten einer Lésung eine gegenseitige Affinitat zur Geltung kommen 
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kann, dali also neben interphasischen auch intraphasische Krafte 
wirksam sind. Das Vorhandensein solcher Affinitat gerade in Lipoid- 
lésungen, allgemein in nicht wdsserigen Lésungsmitteln, zeigen auch 
andere neuere Untersuchungen, z. B. die von A. Hantzsch oder die von 
N. W. Kondyrew, der die iiberraschende Tatsache gefunden hat, dab 
organische Metallverbindungen wie die des Magnesiums in atherischen 
Lésungen ionisiert sind. Solche zwischen den einzelnen Komponenten 
eines Lipoidsystems wirkenden Krafte sind auch fiir das sogenannte 
antagonistische bzw. synergistische Verhalten heranzuziehen, das bei 
einzelnen Lipoiden, z. B. Cholesterin und Lecithin, eine biologisch 
wichtige Rolle spielt Damit gewinnen die obigen Modellversuche 
Beziehungen zu wichtigen Problemen der allgemeinen Biologie, z. B. zum 
Permeabilitatsproblem, und auch fiir die von P. Ehrlich studierte 
Anderung der Rezeptorenfunktion der Zelle diirfte eine solche gegen- 
seitige Beeinflussung der Lipoidkomponenten ceteris paribus in Betracht 


kommen. 
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Uber den Wert der Nitroprussidnatriumprobe 
fiir den Nachweis und die Bestimmung des Totalacetons 
im Harn und in gewissen anderen Korperfliissigkeiten. 


Von 
N. 0. Engfeldt. 
(Aus der Tierairztlichen Hochschule zu Stockholm.) 
(Eingegangen am 3. April 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Schon [883 wurde das Nitroprussidnatrium von Legal als Reagenz 
fiir den Nachweis der Acetonurie eingefiihrt. Seitdem ist die Legalsche 
Methode sowohl der Kritik als auch Umarbeitungen verschiedentlich 
unterzogen worden. Trotzdem umgibt dieses Verfahren eine gewisse 
Unklarheit sowohl betreffs der Zuverlissigkeit als auch der Empfindlich- 
keit. Deshalb erscheint mir eine Klarlegung dieser Fragen wiinschens- 
wert. 

Im Anschlub an die Priifung einer der Modifikationen der Legal schen 
Probe werde ich auch eine bequeme, zum klinischen Gebrauch bestimmte 
approximative Methode, den Gesamtacetongehalt im Urin festzustellen, 


vorlegen. 


Diskussion iiber friihere Untersuchungen. 


Wie erwilint, legte Legal bereits 1883 das nach ihm spiter benannte 
Verfahren vor, mit Hilfe des Nitroprussidnatriums Aceton im Urin nach- 
zuweisen. Die Breslauer drztliche Zeitung vom genannten Jahre, in der die 
Originalabhandlung vorliegt, ist in unserer schwedischen 6ffentlichen 
Bibliothek leider nicht zuginglich. Ich bin deshalb auf das gleichzeitig 
von Hofmeister') veréffentlichte Referat derselben angewiesen. 

Selbst ein fliichtiger Uberblick seines Inhalts zeigt, daB die jetzige 
Anwendungsweise der Probe Essigséurezusatz zu dem mit Alkali und 


') Hofmeister, Zeitschr. f. anal. Chem, 22, 464, 1883. 
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Nitroprussidnatrium versetzten Urin mit Legals urspriinglicher Vor 
schrift tibereimstimmt. 

Seitdem sind verschiedene Modifikationen angewandt worden, iedocl 
mit Ausnahme der von Rothera') angegebenen Variante sind diese Modi 
fikationen keine Verbesserungen der Legalschen Probe, sondern eher das 
CGegenteil. Diese Behauptung stiitzt sich auf eine von mir ausgefiilrte 
experimentelle Untersuchung, deren Einzelheiten kaum von Interesse sind, 
und auf die ich deshalb nicht eingehe, Im Prinzip war der Gang der Unter- 
suchung der, daB Lésungen von Aceton bzw. Acetacetat, die deutlichen, 
aber schwach positiven Ausschlag fiir die Legalsche Probe gaben, in Uber- 
einstimmung mit den Vorschriften der Modifikationen gepriift) wurden. 

Legal hebt, dem angefiihrten Referat gemiB, die Zweckmibigkeit 
hervor, bei stark gefarbten Urinen die Probe im Urindestillat auszufiihren. 
ferner soll die Grenze fiir die Empfindlichkeit der Probe bei einem Aceton 
gehalt von 0,015 Proz. liegen. Die Acetessigsaure soll nur halb so empfindlich 
wie Aceton sein. Diese spiatere Behauptung steht jedoch im Widerspruch 
mit einer anderen desselben Verfassers, namlich daB die Probe mit Acet 
essigsiure bei so geringen Mengen wie 0,01 Proz. gelingen soll.  Hierbei 
setzt der Verfasser allerdings voraus, daB die Acetessigsiiure zuniachst 
durch AusschiittelIn mit Ather in weinsiurehaltiger Lésung isoliert wird. 
Legals Ansicht betreffs der geringeren Empfindlichkeit der Acetessigsiiure 
gegentiber dem Nitroprussidnatrium ist jedoch als Irrtum zu_ betrachten 
In der Tat gibt die Acetessigsiiture nach spiiteren Erfahrungen ein vielfach 
farbenstarkeres Reaktionsprodukt als das Aceton. 

1910 zeigte niamlich Denigés*?), daB die nach Legal ausgefiihrte Nitro- 
prussidnatriumreaktion wohl mit Sicherheit den Nachweis von 0,25 ¢ 
Aceton pro Liter Urin gestattet, aber daB die genannte Reaktion beziiglich 
der Acetessigsiture 16- bis 18mal so empfindlich ist. Der Umstand, dai 
die Acetessigsiture, auch nach der damaligen Auffassung, die quantitati 
vorherrschende der im Urin vorhandenen Koérper ist, die den sogenannten 
Ciesamtacetongehalt bilden, veranlaBbte Denigés, der Leqalschen Prob 
groBen klinischen Wert beizumessen. 

Dieser Auslassung Denigés’ glaube ich folgendes hinzufiigen zu miissen: 
Die Leqalsche Probe soll stets direkt im Urin, nicht im Urindestillat ausqefiihrt 
werden, und zwar aus dem Grunde, weil die Acetessigsiture bei der Dk 
stillation in Aceton zerfallt. Da nun wie es in der Tat der Fall ist 
die Acetessigsiure in frischem Urin auf etwa 90 Proz. des sogenannten 
(iesamtacetons geschatzt werden kann. so ist ohne weiteres ersichtlich, 
daB das Destillat im allgemeinen eine wesenilich schwichere Reaktion fiir 
Legal als der Urin selbst geben diirfte. 


Eine Beobachtung von ahnlicher Bedeutung, wie diejenige von Denigés, 


wurde verschiedene Jahre sviitter von Lenk und Hahn*®) gemacht. Diese 
Forscher fanden niamlich sicher ohne Wissen von Denigés’ friiherer Er 
fahrung daB Nitroprussidnatrium wesentlich kraftiger mit Acetessigsaure 


als mit Aceton reagiert. Nach ihren Angaben soll das mit Acetessigsiure 
erhaltene Reaktionsprodukt von 5,55mal so groBer Farbenstirke sein. 
Die Lenk-Hahnsche Ziffer ist, nebenbei gesagt, viel zu niedrigq. 


') Rothera, Journ. of Physiol. 87. 491, 1908. 
2) De niges, C. r. soe. biol. 68, 487. 1910. 
Lenk und Hahn, Miinch. med. Wochenschr. 64, 179, 1917. 
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Trotz Denigés’ und Lenk-Hahns Beobachtungen findet man in unseren 
Handbiichern iiber Urologie') stets die Angabe, daB die Legalsche Probe 
am besten im Urindestillat ausgefiihrt werden soll. Dal diese Anweisung 
als Fehlzeig zu betrachten ist, geht ohne weiteres aus dem soeben Angefiihrten 
hervor. 

Die Legalsche Probe ist zweifellos auch in ihrer urspriinglichen Form 
eine der bequemsten und zuverlissigsten klinischen Proben auf Aceton- 
stoffe, die uns zurzeit zur Verfiigung steht. Wie vor kurzem hervorgehoben, 
kénnen den zahlreichen Modifikationen mit Ausnahme der Rotheraschen 
keine wirklichen Vorziige zuerkannt werden. Eine beachtenswerte Einzelheit 
fiir simtliche Modifikationen liegt darin, daB die Reaktion in ammoniakali 
scher*) Lisung stattfinden darf. Rothera kommt jedoch das Verdienst zu, 
die Bedeutung hierbei entdeckt zu haben, welche die Anwesenheit grdferer 
Mengen an Ammoniumsalzen fiir die Empfindlichkeit der Probe besitzt. 
Rotheras Modifikation gemaiB wird Acetonurie dadurch nachgewiesen, 
daB man zu 5 bis 10 cem Urin ein Ammoniumsalz in Substanz zusetzt, 
darauf 2 bis 3 Tropfen einer 5proz. frischen Nitroprussidnatriumlésung 
und sehlieBlich 1 bis 2 cem konzentrierten Ammoniaks. Bei Anwesenheit 
von Aceton in pathologischer Menge entsteht eine charakteristische per 
manganatiahnliche Farbe. Bei geringen Mengen Aceton tritt die Reaktion 
ziemlich langsam ein. Deswegen soll die Beobachtungszeit bis zu 44 Stunde 
ausgedehnt werden. Das Ammoniumsalz soll in so groBem UberschuB 
vorhanden sein, daB die Reaktionsmischung mit der genannten Substanz 
voll gesaéttigt wird. 

Rothera gibt weiter an, daB die Grenze der Empfindlichkeit der Probe 
bei einer Konzentration von 1 g Aceton auf 600 cem Wasser liegt. Meine 
spiter angefiihrten Versuche zeigen jedoch, daB die Empfindlichkeit 
wesentlich gréBer ist. 

Schon 1884 war Le Nobel*®) der bedeutendsten Einzelheit in Rotheras 
Probe auf der Spur. Er hebt niimlich hervor, daB8 die Empfindlichkeit 
der Legalschen Probe gesteigert wird, wenn man bei Ausfiihrung der Probe 


1) Die in den meisten Handbiichern zu findende Angabe, daB Nitro- 
prussidnatriumlésung frisch bereitet sein muB, ist weniger begriindet. 
Nitroprussidnatrium ist in wiisseriger Lésung fast unbegrenzt haltbar, 
vorausgesetzt, daB die Lésung in einer Flasche von braunem Glas auf- 
bewahrt und nicht direktem Sonnenlicht ausgesetzt wird. Eine derartige, 
im Friihjahr 1921 von mir bereitete Lésung zeigte sich am Schlusse vorigen 
Jahres (1924) voll anwendbar. Irgendeine Anderung in der Farbe und im 
Aussehen konnte im iibrigen nicht wahrgenommen werden. 

DaB die zur Ausfiihrung der Legalschen Probe nétige Nitroprussid- 
natriumlésung nicht frisch bereitet zu sein braucht, ist friiher von mehreren 
Forschern, wie Lenk und Hahn, Trunkel (Pharm.-Ztg. 638, 104, 1918), 
Bohrisch (Pharm.-Ztg. 68, 173, 1918) hervorgehoben worden. Trotz dieser 
zahireichen Behauptungen macht sich weiterhin die Ansicht geltend, dab 
die Nitroprussidnatriumlésung von geringer Haltbarkeit sei und man fiir die 
Ausfiihrung der Legalschen Probe eine frisch bereitete bendtige. Es wire 
wiinschenswert, daB dieser Irrtum in Zukunft aus der Literatur verschwinden 
wiirde. 

2) Rimini wendet Athylendiamin an. (Annali di Farmacoterapie e 
Chem. 1898, 8. 193; ref. nach dem Chem. Centralbl.) 

3) Le Nobel, Arch. f. exp. Path. u. Pharm, 18, 6, 1884. 
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die Verianderung vornimmt, das Alkalihydroxyd gegen Ammoniak aus- 
zutauschen, und dann eine fiir dessen Neutralisation unzureichende Menge 
Essigséure zusetzt. In diesem Zusammenhang mache ich darauf aufmerksam, 
daB die Reaktionsmischung bei dem genannten Verhalten Ammoniumsalz 
samt Ammoniak im UberschuB enthilt. Rotheras Probe findet im Prinzip 
unter gleichen Verhiltnissen statt. 

Rothera betont ferner, daB auch die Wahl des Ammoniumsalzes fiir 
das Gelingen der Probe von Bedeutung ist. Vor allem zeigte sich das Sulfat 
vorteilhaft. Auch das Chlorid, Bromid, Acetat und Carbonat erwiesen 
sich anwendbar. Das Nitrat gab nicht denselben quantitativen Effekt, 
das Oxalat zeigte sich ungeeignet. Die Bedeutung, welche die Anwesenheit 
von Ammoniumsalz besitzt, geht aus der folgenden, aus Rotheras Arbeit 
entnommenen Zusammenstellung hervor: 


Tabelle I. 





H,N HN + (H, N).SO, 


Permanganatgefirbt (sehr 
empfindlich bei Konzen- 
tration 1/59 990) 


| Rothera (nicht empfindlich 


Aceton -:- : a “ 
| bei Konzentration ?/j 999) 


Acetessigsiiure Orangerot Orangerot 


Eine besonders bemerkenswerte Einzelheit in Rotheras oben angefiihrtem 
Versuch besteht darin, daB er mit Acetessigsiture eine ganz andere Farbe 
als mit Aceton erhalten hat, namlich eine orangerote. 

Falls Acetessigsiure wirklich ein orangerotes Reaktionsprodukt geben 
sollte, miiBte man eine Farbe in Orangerot bei direkter Anwendung der 
Probe mit Urin erhalten, und zwar deswegen, weil der Acetessigsiuregehalt 
vorherrschend ist. Bei Anwendung der Probe mit ,,acetonhaltigem* Urin 
bekommt man niemals orangerote, sondern nach allgemeiner Erfahrung 
stets permanganatviolette Farbe. Rotheras Angabe, daB die Probe mit 
Acetessigsiure orangerote Farbe gibt, ist in der Tat falsch. Wohl gibt der 
Athylester cine solche Farbe, aber mit Acetessigsiure selbst oder richtiger 
deren Salzen erhalt man eine permanganatviolette Farbe, identisch mit 
derjenigen, die man aus Aceton bekommt, obwohl wesentlich farbenstarker. 
Ferner sei betont, daB Aceton wesentlich langsamer als Acetessigsiéure 
reagiert. Erst nach \% bis 1 Stunde, unter anderem auf der vorhandenen 
Temperatur beruhend, erreicht die ,,Acetonprobe™ ihre héchste Farben- 
stirke. Dieses trifft betreffs der Acetessigsiure schon in 10 Minuten ein. 
In beiden Fillen verschwindet die violette Farbe allmahlich und geht in 
eine gelbe mit Stich ins Griine iiber — die ,,Acetessigsiureprobe™ nach 
etwa 1 Stunde, die ,,Acetonprobe** nach etwa 3 Stunden. Unter Hinweis 
auf das Vorhergehende und das Verhalten, daB die Acetessigsiure bei der 
praktischen Anwendung der Proby mit frisehem Urin die vorherrschende 
ist (etwa 90 Proz.), glaube ich die Beobachtungszeit auf 10 Minuten ein- 
schrianken zu miissen. Dieses ist vor allem bei einer quantitativen Bestim- 
mung der Farbenstirke von groBer Wichtigkeit. 

Die Modifikationen der Legalschen Nitroprussidnatriumprobe, 
welche inzwischen angegeben wurden, sind im allgemeinen aus zufalligen 
Beobachtungen hervorgegangen. Seltener sind als Beleg fiir die Be- 
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rechtigung oder den Vorteil einer gewissen Modifikation Versuche 
solchen Umfanges angefiihrt worden, daB dieselben als systematische 
betrachtet werden kénnen. Wenn dieses einmal geschah, wurde als 
Untersuchungsmaterial im allgemeinen Aceton angewandt, wahrend 
man die Acetessigsiure ganz beiseite lie}. Médglicherweise hangt dieses 
mit einer falschen Auffassung betreffs der Haltbarkeit der Acetessig- 
siure oder richtiger deren Salze in wasseriger Lésung zusammen, die 
sich bei vielen auch weiterhin geltend macht. Das im Urin vorkommende 
Acetacetat wiirde also sehr schnell in Aceton zerfallen, und deshalb 
hatte man vom analytischen Gesichtspunkt hauptsachlich mit Aceton 
zu tun. Gewib hat Ceresole') bereits 1882 gezeigt, daB die Alkali- und 
Bariumsalze der Acetessigsiure in wisseriger Lésung eine ziemlich 
grobe Haltbarkeit bei der Aufbewahrung bei Zimmertemperatur besitzen. 
Diese Beobachtung scheint jedoch der Vergessenhcit anheimgefallen 
zu sein. Ich selbst*) zeigte schon vor einigen Jahren, daB das im Urin 
vorkommende Acetacetat sehr langsam bei Zimmertemperatur ge- 
spalten wird. Nach 24 Stunden erreichte der Zerfall einige wenige 
Prozente. Da auberdem der Acetacetatgehalt in frischem Urin, wie 
bereits hervorgehoben, etwa 90 Proz. des sogenannten Gesamtacetons 
ausmacht, leuchtet die Notwendigkeit véllig ein, bei einer experimen- 
tellen Erforschung der Anwendbarkeit und Empfindlichkeit der Nitro- 
prussidnatriumprobe und andere hiermit im Zusammenhang stehende 
Fragen nicht nur auf das Aceton, sondern vor allem die Acetessigsaure 
zu erstrecken. 
Experimenteller Teil. 

Als Material bei den Versuchen, die zu dem soeben genannten Zwecke 
ausgefiihrt wurden, diente teils eine reine Acetonlésung, teils eine frisch 
hereitete Lésung von Natriumacetacetat. Die Starke der Lésungen wurde 
jodometrisch bestimmt, und zwar die der ersteren direkt, die der letzteren 
nach vorhergegangener Destillation in schwach saurer Lésung. Die Natrium- 
acetacetatlésung wurde durch kalte Verseifung von Acetessigester mit 
Natriumhydroxyd hergestellt (2,5cem Ester + 100cem 2 mol. Lauge). 
Nach 24stiindiger Aufbewahrung neutralisierte ich die Mischung sorgfaltig 
und schiittelte zwecks vollstandiger Beseitigung unverseiften Esters wieder- 
holte Male mit Ather aus. Dureh die Lésung wurde darauf ein Luftstrom 
geleitet sowohl bei gewéhnlichem Druck als auch im Vakuum 
bis die Lésung von Ather und Aceton befreit war, das sich wahrend der 
Verseifung durch teilweisen Zerfall des Acetacetats gebildet hatte. SchlieB- 
lich behandelte ich die Lésung bei Zimmertemperatur mit hochwertiger 
Tierkohle und filtrierte sie. Das Filtrat war nunmehr vollig farb- und geruch- 
los und ganz frei vom Ester, was spiiter unter anderem aus der Konstanz 
betreffs der Jodwerte hervorging, die nach der Destillation erhalten wurde. 
Der Acetessigsiuregehalt ist im folgenden immer als Aceton berechnet. 


') Ceresole, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 15, 1326, 1871, 1882. 
*) Engfeldt, Beitrage zur Kenntnis der Biochemie der Acetonkérper. 
Dissertation. Stockholm 1920. 
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Vergleichende Untersuchung 
beziiglich der Legalschen und Rotheraschen Probe. 

Aus den vorher genannten Aceton- und Acetacetatlésungen be- 
reitete ich eine Anzahl Verdiinnungen, mit denen die Proben nach 
Legal und Rothera ausgefiihrt wurden. Die Legalsche Probe geschah 
hauptsachlich nach der Anweisung von Bohrisch'). Die Empfindlichkeit 
wachst jedoch, wenn die Nitroprussidnatriummenge weiter eingeschrankt 
wird. Die Probe wurde auf folgende Weise ausgefiihrt: 10 cem Lésung 
wurden mit 2 bis 3 Tropfen 5proz. Nitroprussidnatrium samt | cem 
25proz. Natriumhydroxyd versetzt und unmittelbar danach vorsichtig 
mit konzentrierter Essigsiure angesiuert. Durch dieses Verfahren 
wird unter anderem das Volumen der Mischung eingeschrankt. Welche 
Bedeutung dieses hat, falls es sich um kleine Acetonkonzentrationen 
handelt, ist ohne weiteres klar. Mit Riicksicht auf die kurze Dauer 
des entstandenen Farbstoffes muB die Probe unmittelbar nach dem 
Essigsaiurezusatz beurteilt werden. Rotheras Probe geschah auf folgende 
Weise: 10 ccm Lésung wurden mit einem gehiauften Teeldffel 
Ammoniumsulfat und 2 bis 3 Tropfen 5proz. Nitroprussidnatrium- 
lésung versetzt und kraftig umgeschiittelt ; darauf wurde | cem 25proz. 
Ammoniaks [acetonfrei*)] zugefiigt und hin und wieder umgeschiittelt. 
Aus vorher genannten Griinden schrankte ich die Beobachtungszeit 
auf 10 Minuten ein. Die Resultate sind im folgenden zusammengestellt. 


Tabelle II (Legal). 





Acetessigsaure 





als Aceton berechnet Aceton Farbe 
mg 1000 ccm mg 1000 com 
6 100 rosa, &uBerst schwach 
12 200 schwach rosa 
24 500 schwach rubinrot 
18 L000 rubinrot 
Tahelle 111 ( Rothera i. 
Acetessigsaure = 
als Aceton berechnet Aceton Farbe 
mg 1000 com mg 1000 ccm 
05 ~~ schwach rosa (Spur) 
] 100 schwach rosa 
LS — rosa 
3 200 rosa-violett 
6 , 400 violett 
12 800 
24 
48 — 
60 — 


') Bohrisch, Pharm. Zentralbl. 48, 181, 1907. 
*) Engfeldt, Svensk Farm. Tidskrift 20, 237, 1916. 














Bestimmung des Totalacetons. 263 


Aus den angefiihrten Versuchen geht das wesentlich gréBere 
farbenbildende Vermégen der Acetessigsiure im Vergleich mit dem 
Aceton hervor. Die in derselben Reihe stehenden Versuche reprisen- 
tieren namlich ungefahr ebendieselbe Farbenstarke. Durch weitere 
Versuche ist hervorgegangen, dab ,,Legal ungefahr 20mal_ kriftiger 
mit Acetessigsaure als mit Aceton reagiert, und dal .,Rothera’ ein 
60 bis 70mal farbenstarkeres Reaktionsprodukt mit der ersteren gibt 
als mit der letzteren, vorausgesetzt, daB in letztgenanntem Falle die 
Beobachtungszeit bis zu 10 Minuten eingeschrankt wird. Aus den 
Tabellen ist ferner die Grenze fiir die Empfindlichkeit beider Proben 
ersichtlich. Betreffs der Legalschen Probe liegt sie fiir Acetessigsaure 
als Aceton gerechnet, bei einer Konzentration von etwa 6 mg pro Liter, 
fiir Aceton bei lOO mg. Fiir Rotheras Probe lagen die Werte bei 0.5 
bis 1 und 100mg pro Liter. Wie bereits vorher erwahnt, reagierte 
Rothera wesentlich langsamer mit Aceton als mit Acetessigsa: re. Word 
beim Versuch mit Aceton nach Rothera die Beobachtungszeit auf etwa 
1, Stunde ausgedehnt, erhalt man schwach positiven Ausschlag auch 
bei einer Konzentration von 50mg pro Liter. SchlieBlich bemerken 
wir, dab der quantitativ bedeutendste Faktor des sogenannten Total- 
acetons im Urin, namlich die Acetessigsiure, etwa lOmal so intensiy 
mit .,Rothera’ als mit .,Legal™ reagiert. Die nach .,Rothera’ erhaltene 
permanganatihnliche Farbe ist auBberdem im groBen ganzen charak 
teristischer als die nach ,,Legal erhaltene, ein Verhalten, das sich 
besonders bei niedrigen Konzentrationen geltend macht. Auberdem 
ist der nach .. Rothera’ erhaltene Farbstoff wesentlich haltbarer. Deshalb 
mus man der Rotheraschen Modifikation der Probe nach Legal nicht 
nur dem Original, sondern auch dessen tbrigen zahlreichen Modi- 
fikationen gegeniiber den Vorzug geben, welche wie bereits betont 

eher Verschlechterungen als Verbesserungen sind. 

Da zudem Rotheras Probe in der Ausfitihrung ebenso einfach wie 
die Legalsche ist, verdient die erstere besonders vom klinischen Gesichts 
punkt viel gréBere Aufmerksamkeit, als es bisher im allgemeinen der 
Fall gewesen zu sein scheint. Die bereits angedeutete, auf Rotheras Probe 
gegriindete kolorimetrische Methode, die ich spater noch beschreiben 
werde, erhéht in ihrer Art zweifelsohne die klinische Anwendbarkeit 
der Rotheraschen Probe noch mehr. 

Ich benutze die Gelegenheit, einige Beobachtungen, die mit den 
Voraussetzungen fiir die Entstehung des Rofheraschen Farbstoffes im 
Zusammenhang stehen, hier mitzuteilen. 

Wird Na-Acetacetatlisung (l0cem) mit Nitroprussidnatrium 
(5 Tropfen 5proz.) samt konzentriertem H,N (1 cem) versetzt, so tritt 
keine typische Farbenreaktion ein. Die Mischung nimmt jedoch all- 
mithlich einen Farbenton an, welchen eine schwache, kolloidale Losung 


* 
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von Ferrocyankupfer aufweist. Versetzt man die Mischung innerhalb 
einer Stunde mit Ammoniumsulfat in Substanz, so stellt sich bald die 
fiir die Rotherasche Probe so charakteristische violette Farbe ein. Wird 
Ammoniumsulfat erst nach dreistiindiger Aufbewahrung zugesetzt, 
erhalt man auch weiter eine Farbenreaktion, obwohl nun die Farbe 
nicht violett, sondern blutrot wird. Versetzt man Natriumacetacetat 
mit Nitroprussidnatrium und Ammoniumsulfat bis zur Sattigung, so 
erhalt man nach einer gewissen Zeit eine duferst schwache, rotviolette 
Farbe. Die Mischung war im vorliegenden Falle neutral bis schwach 
sauer (Lackmus). Wenn die Mischung unmittelbar mit einer Spur 
verdiinnter Schwefelsiure versetzt wird (schwach, aber deutlich sauer 
fiir Lackmus), bleibt jede Farbenreaktion aus. Eine solche stellt sich 
in beiden Fallen beim Zusatz von Alkalihydroxyd oder Ammoniak mit 
groBber Intensitaét ein. Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, 
dab die Voraussetzungen fiir positiven Ausschlag mit Rotheras Probe 
teils ammoniakalische Reaktion, teils Anwesenheit eines Ammonium- 
salzes sind. Je gréBer die Ammoniumkonzentration ist, desto schneller 
und intensiver stellt sich die Reaktion ein. 

In einer friiheren Arbeit zeigte ich'), daB Na-Acetacetat in rein 
wiasseriger Loésung von groBber Haltbarkeit ist. Auch bei 37° C geschieht 
der Zerfall desselben in Aceton langsam [etwa 10 Proz. in 24 Stunden 
(fk — 0,0018)|. In gesattigter Lésung von Ammoniumsulfat dagegen 
tritt der Zerfall wesentlich schneller ein. Schon nach 2 Stunden waren 
etwa 40 Proz. zerfallen (4 = 0.112). Weiter glaube ich in derselben 
Arbeit bewiesen zu haben, da die Ursache des wesentlich schnelleren 
Zerfalls hauptsachlich in der Ketisierung zu suchen ist, die durch die 
Anwesenheit des Ammoniumsalzes mit dem Acetacetat stattfindet 
In wiasseriger Lésung inklusive Urin kommt wahrscheinlich Acet- 
acetat hauptsachlich in der Enolform vor. In dieser Modifikation besitzt 
Acetacetat eine vergleichsweise grobe Haltbarkeit, wahrend dasselbe 
in der Ketoform die hauptsachlich im Blute vorkommende auber- 
ordentlich leicht der sogenannten Acetonspaltung anheimfallt. — Ich 
wage die Ansicht zu vertreten, daB die Entstehung des violetten Farb- 
stoffes bei der Rotheraschen Probe in einen gewissen Zusammenhang 
mit der Ketisierung des Acetacetats gebracht werden kann, die in 
gesattigter Lésung von Ammoniumsulfat stattfindet, und zwar aus 
dem Grunde, dag man das Ammoniumsalz durch andere ketisierende 
Ntoffe ersetzen kann, z. B. aliphatische Aminofettsduren und Pepton. Auch 
Kiweifstoffe (Serum) weisen wie zu erwarten war — gleichen Effekt 
auf, obwohl der Farbstoff im letztangefiihrten Falle aus bislang un- 
bekannter Ursache nicht violett, sondern blutrot wird. 


') Engjeldt. 1. ¢. 
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Die Wasserstoffexponenten der Reaktionsmischungen waren fol- 


gende: 
1. lOcem H,O + 8 gAmmoniumsulfat + 1 cem 25proz. Ammoniak 
Pu etwa &, 
2. l0cem H,O + 1g Alanin + Leem 25proz. Ammoniak 


Pu etwa 9. 
3. 100cem H,O + 1g Pepton-Witte + leem 25proz. Ammoniak 
Pu — etwa 10. 


Versuche nach Rothera mit normalem Urin und normalem Blut. 

Aus den vorhergehenden Betrachtungen ist zweifellos die auBer- 
ordentliche Empfindlichkeit, welche die Probe nach Rothera auszeichnet, 
besonders beziiglich der Acetessigsiure (etwa 1 mg/1000 cem) er- 
sichtlich. Die Empfindlichkeit ist in der Tat so groB, daB man allen 
Grund hat, selbst mit normalem Urin positives Resultat zu erwarten 
Nach einer von NScott-Wilson') ausgefiihrten Untersuchung geht der 
.,Gesamtacetongehalt** in normalem Urin im Durchschnitt bis zu 2 bis 
4mg pro 24 Stunden. Zu ahnlichem Resultat bin ich selbst*) bei An- 
wendung einer ganz anderen Technik gekommen. 

Bei Benutzung einer Anzahl normaler, ..zufalliger*’ Urine (keine 
Tagesmengen) hat es sich ebenfalls gezeigt, da dieselben mit Rothera 
oft?) positives Resultat ergeben. Man erhalt eine ziemlich schwache, 
mehr in Rosa als Violett gehende Farbe. Wesentlich deutlicher und 
charakteristischer wird die Farbe, wenn das Reaktionsgemisch vor 
der Beurteilung filtriert wird. 

Mit Riicksicht auf das soeben Angefiihrte soll bei der Durchfiihrung 
der Probe nach Rothera folgendes Verfahren angewandt werden. Zu 
l0cem Urin setzt man einen groben Teeléffel (8 bis 10g) reines 
Ammoniumsulfat, 5 Tropfen 5Sproz. Nitroprussidnatrium und Ll eem 
25proz. Ammoniak. Nach etwa 5 Minuten langer Umschiittelung wird 
die Mischung auf das Filtrum gebracht. Man beurteilt die Probe nach 
% bis 10 Minuten, von dem Augenblick an gerechnet, in welchem das 
Ammoniak zugesetzt wird. Das Auftreten einer deutlich permanganat 
ahnlichen, violetten Farbe soll als sicherer Beweis fiir einen iiber das 
Normale gesteigerten Gehalt an Acetonkérpern im Urin gelten. Eine 
schwache, mehr ins Rosa gehende Farbennuance ist bedeutungslos, 
da dieselhe. wie vorher genannt, nur den normalen Gehalt des Urins 

') Scott- Wilson, Journ. of Physiol. 42, 444, 1911. 

2) Engfeldt, Berl. klin. Wochenschr. Nr. 30, 1915. 

3) Wahrend 24 Stunden wechselt nach Scott- Wilson der Acetongehalt 
im Urin recht bedeutend. Dieses fiihre ich als Erklarung dafiir an, dab 
man bei der sogenannten zufilligen Urinprobe mit ,,Rofthera’ nicht immer 


positives Resultat erhialt. 
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an Acetonkérpern widerspiegelt. (Durch eine Anzahl von Versuchen 
mit normalen Urinen soll sich der Analytiker Kenntnis tiber die Varia- 
tionen betreffs der Farbenstarke verschaffen, die man mit solchem 
Urin erhalt.) 

Die Probe ist im iibrigen nicht nur fiir den Nachweis von Aceton- 
kérpern im Urin anwendbar, sondern innerhalb gewisser Grenzen auch 
fiir den Nachweis genannter Kérper in Blut und Milch, eventuell in 
anderen Korperflissigkeiten'). Bei Anwendung der Probe in letzt- 
genanntem Falle werden die Proteinstoffe beim Ammoniumsulfatzusatz 
ausgefallt. Nach Filtrierung erhalt man eine Lésung, die bei Anwesenheit 
von Acetonkérpern in einer gewissen, unten angegebenen Menge eine 
rosa-violette Farbe aufweist. Normales Blut und normale Milch geben 
im Gegensatz zu normalem Urin mit Rothera vollstandig negativen 
Ausschlag. Schon eine Farbe in Rosa ist folglich mit diesem Material 
ein Ausdruck fiir eine abnorme ,,Aceton‘‘konzentration. Der ,,Gesamt- 
acetongehalt in normalem Blute kann nach einer von mir?) friiher 
ausgefiihrten Untersuchung im Durchschnitt auf 1.5 mg_ pro Liter 
geschatzt werden. Der normale Gehalt des Urins an genannten Stoffen 
ist, wie bereits hervorgehoben, nicht wesentlich gréBer als etwa 2 mg 
Beim ersten Blick kann es nicht recht erklarlich scheinen, warum 
normaler Urin éfters positiven .,Rothera™ liefert, wiaihrend normales 
Blut ausnahmslos negatives Resultat ergibt. Bei der Anwendung der 
Probe nach Rothera bei Blut erhalt man eine besonders voluminése 
Proteinfallung. Diese adsorbiert die vorhandenen Acetonstoffe in 
gewisser Ausdehnung. Dieses ist zweifellos die Hauptursache, dal 
nicht nur normales Blut, sondern auch solches, welchem bis zu etwa 
10mg Acetacetat (berechnet als Aceton) zugesetzt werden, keine 
positive Reaktion mit Rotheras Probe bei direkter Anwendung der- 
selben ergeben. Die Empfindlichkeitsgrenze der Probe liegt namlich 
bei etwa 10mg Acetacetat (berechnet als Aceton) pro Liter Blut 
Krinnern wir uns in diesem Zusammenhang des Verhaltens, dab die 
Acetessigsiiure etwa 50 Proz. des Totalacetongehalts im Blute ausmacht. 
wiirde also selbst ein so leichter Fall von Acetonaimie, bei dem der 
Gesamtacetongehalt bis zu etwa 20 mg pro Liter Blut geht, mit Hilfe 


von Rotheras einfacher Probe direkt nachweisbar sein. 


1) In einer von Allen und Wishart (Amer. Journ. of medical. Sciences 
161, 165, 1921) publizierten Arbeit wird in einer Tabelle iiber phlorrhizin- 
vergiftete Hunde: berichtet, daB sowohl der Urin als auch das Blutserum 
mit Nitroprussidnatrium positiv reagierten. Irgendwelche Ejinzelheiten 
iiber Ausfiihrung der Probe liegen jedoch nicht vor. Auch in anderen 
Arbeiten dieser Forscher habe ich irgendwelche diesbeziigliche Angaben 


nicht finden kénnen. 
*) Engfeldt, Dissertation, |. ¢. 
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Die Ausfiihrung der Blutprobe, 


l0cem Blut (Oxalatblut) werden mit | cem_ konzentrierten 
Ammoniaks versetzt und umgeschiittelt Die Blutkérpermembran 
geht hierbei in Lésung, und man erhalt ein véllig homogenes Medium 
Nach Zusatz von einigen Tropfen 5proz. Nitroprussidnatriums werden 
| bis 2 Teeléffel Ammoniumsulfat zugegeben, wonach man die Mischung 
wenigstens 5 Minuten kraftig umschiittelt. Fir das Gelingen der Probe 
ist es von gréBter Wichtigkeit. daB die Lésung vollstindig salzgesattigt 
wird, denn im anderen Falle kann ein Teil des Blutfarbstoffes in der 
Lésung verbleiben und bei der folgenden Filtrierung das Filter passieren, 


wodurch die Beurteilung unmdéglich wird. 


Kolorimetrisch approximative Bestimmung des Gesamtacetongehalts im Urin 
mit Hilfe der Probe nach Rothera und mit Permanganat als Standardlésung. 


Kritische Vorbemerkungen. 


1917 legten Lenk und Hahn') eine auf einer Kombination zwischen 
Legals und Riminis?) Acetonprobe gegriindete kolorimetrische Method 
vor, Aceton und Acetessigsiture im Urin approximativ zu bestimmen. 
Rimini reagiert nach den Verfassern mit Aceton erst bei einer Kon 
zentration von 0,6 Proz. Mit Acetessigsiure wiirde man bei einer wesentlich 
niedrigeren Konzentration positives Resultat erhalten. Da nun eine Kon 
zentration von 0.6 Proz, Aceton im Urin nicht vorkommt, so wiirde Riminis 
Probe nur den Gehalt des Urins an Acetessigsiiure angeben. Die Leqgalschy 
Probe reagiert dagegen sowohl mit Aceton als auch mit Acetessigsaure, 
obwohl die letztere ein 5,55mal starkeres Reaktionsprodukt liefern wiirde 
Die quantitative Bestimmung fiihren die Verfasser durch Verdiinnung mit 
Wasser durch, bis das Reaktionsgemisch farblos wird. Mit Hilfe einer auf 
empirischem Wege ausgearbeiteten Tabelle wird darauf die Aceton- und 
Acetessigsiiurekonzentration berechnet. 

Die Methode enthalt mehrere prinzipielle Fehler. Vor allem ist dic 
Angabe, daB die Acetessigsiure mit Legal ein 5,55mal farbenstarkeres 
Reaktionsprodukt als mit Aceton ergibt, falsch. Die Acetessigsiure, als 
Aceton gerechnet, gibt eine etwa 20mal farbenstirkere Substanz. Weiter 
ist die Acetonkonzentration, die in Wirklichkeit vorhanden ist, auch bei 
schweren Fallen von Acidose so gering, da®B ihr Beitrag zum Farbstoff 
als nichts oder sehr minimal betrachtet werden kann. 

Die Empfindlichkeitsgrenze der Legalschen Probe liegt, soweit es sich 
auf das Aceton in rein wisseriger Lésung bezieht, bei 100 bis 200 mg per 
Liter. Beim Versuch mit normalem Urin, versetzt mit diesen Quantititen, 
fallt die Legalsche Probe negativ aus, vermutlich wegen der Eigenfarb« 
des Urins. Man kann annehmen, da® dieselbe die an und fiir sich #uBerst 
schwache Farbe,. die gebildet wird, verwischt. Auch bei einer Konzentration 
von 500mg pro Liter Urin wird das Resultat sehr undeutlich Nehmen 
wir nun an, daB das Aceton etwa !' 9 des Gesamtacetongehalts des Urins 
ausmacht, so wiirde im letztgenannten Falle, selbst wenn der Totalaceton 
gehalt den unwahrscheinlich hohen Wert von etwa 5g pro Liter erreichen 


1) lle. 


2) l. «. 
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sollte, das vorhandene priformierte Aceton nur ganz unbedeutend zur 
Bildung des Legalschen Farbstoffs beitragen. 

Eine Variante der kolorimetrischen Bestimmungsmethode nach Lenk- 
Hahn wurde 1919 von Schall!) vorgelegt. Da dieselbe in mehreren Punkten 
auf ebendenselben in der Lenk-Hahnschen Arbeit falschen Vorstellungen 
hinsichtlich der Art beruht, wie die Acetessigsiiture bzw. das Aceton mit 
Nitroprussidnatrium quantitativ reagiert, halte ich es fiir tiberfliissig, 
niher auf dieselbe einzugehen. 

Ungefahr gleichzeitig mit Schall legte auch Adler?) eine auf der Legal 
schen Probe gegriindete kolorimetrische Methode fiir die Bestimmung 
des Totalacetongehalts im Urin vor. Als Vergleichslésung werden empirisch 
eingestellte Farblésungen von einer Farbenstiirke vorgeschlagen, die 0,1 
bis 0,005 Proz. Aceton entsprechen. 

Vor einigen Jahren hatte ich Gelegenheit zur Priifung dieser 
Methode. Aus vorher angegebenen Griinden wurde die Priifung mit 
Hilfe der Acetessigsiure durchgefiihrt. Als Standardlésung wurden 
Originalfarblésungen angewandt. die man mir zur Verfiigung stellte. 
Die Methode arbeitete nicht besonders korrekt. 

Der bei Durchfiihrung der Legalschen Probe erhaltene Farbstoff 
ist von sehr kurzer Dauer. Bei der Aufbewahrung fallt er einer schnell 
verlaufenden Verinderung sowohl betreffs der Farbenstirke als auch 
-nuance anheim. Deshalb scheint mir die Legalsche Probe an und fiir 
sich als Basis fiir eine kolorimetrische Bestimmungsmethode weniger 
geeignet zu sein. Rotheras Modifikation hat in dieser Hinsicht bedeutend 
gréBere Voraussetzungen. Teils ist der Farbstoff wesentlich intensiver, 
teils ist er haltbarer. Hierzu kommt die auBerordentliche Empfindlich- 
keit der Probe. 

Mit Riicksicht auf die in gréBerem Mabe eingefiihrte Insulin- 
behandlung erscheint mir eine quantitative, schnell durchfiihrbare 
Methode, die auf eine einigermaBen zufriedenstellende Weise die 
Schatzung des ,,Acetongehalts’ auch bei einer schwach ausgeprigter 
Acidose zulaBt, besonders wiinschenswert. 

Bei der Bearbeitung der qualitativen Probe nach Rothera zur 
quantitativen, habe ich alle zeittétenden Operationen zu vermeiden 
versucht. Die Bestimmung laBt sich in der Regel in etwa 10 Minuten 
ohne eine besondere chemische Apparatur, nur mit einigen Proberéhren, 
Filtriertrichtern und MeBgefaBen ausfiihren. Auf Grund meiner vorher 
gemachten Angaben diirfte die Methode besonders dort anwendbar 
sein, wo dem Analytiker keine Laboratorienausriistung zur Verfiigung 
steht. Als Standardlésung habe ich eine Permanganatlésung von einer 
gewissen Starke fiir geeignet gefunden. 

Bevor ich zur Beschreibung der Methode iibergehe, will ich als 
Beleg fiir die Anwendbarkeit des Permanganats als Vergleichsmaterial 


') Schall, Miinch. med. Wochenschr. 66, 812, 1919. 
2) Adler, ebendaselbst 66, 722, 1919. 
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das Resultat einer zusammen mit Prof. A. V. Sahlstedt ausgefiihrten 
Untersuchung des Absorptionsspektrums des Permanganats und des 


Rotheraschen Farbstoffes vorlegen 


Spektrophotographische Untersuchung. 

Als Resultat der genannten Untersuchung lege ich die beigefiigten 
Bilder vor, die zeigen, daB zwischen den Absorptionsge bieten der mit 
Rotheras Probe und der mit einer Permanganatlésung erhaltenen Farben 
eine sehr nahe Ubereinstimmung besteht Die Verhaltnisse sind fiir 
einen kolorimetrischen Vergleich, bei dem die Standardlésung andere 


Zusammensetzung als die untersuchte hat. somit besonders giinstig 





Abb. 1! Abb. 2. 


Die Photographien sind mit Hilte eines Taschenspektroskops angetertigt, das an einer Kamera 
mit anastigmatischem Objektiv befestigt ist Die Platten Perutz, panchromatische Per 
in einer Multiplikatorkassette weshalb die Bilder in unmittelbarer Folge 
Als Lichtquelle diente der wolkentreie Himmel (be 
Serie 


chroma” :-Platten lager 
auteinander auftgenommen werden kennter 
Mittagszcit), und die Exponierungszeit war genau dieselbe fiir alle Bilder in ebenderselber 
weshalb diese untereinander vollig vergleichbar sind 
In Abb. 1 finden wir oben ein reines Tageslichtspektrum, unten die Absorptionsspektra, die der 
Rotherasche Farbstoff in verschiedenen Konzentrationen gibt. Diese sind in der Figur in Milli 
grammen Acetessigsaure (als Aceton berechnet) per Liter angegeben. Die photographische Auf 
nahme wurde prazise 10 Minuten nach dem Ammoniakzusatz gemacht 
Abb. 2 bildet die Absorptionsspektra des Kaliumpermanganats in den Konzentrationen n 1000 
bis ni) ab Zwecks Orientierung des Absorptionsgebietes sind in den Figuren die Na+Linic 
und die A’,-Linie angegeben 
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Die Lusfithrung de) kolorimetrischen Be Sfimnangd. 


In der Regel soll die Bestimmung mit verdiinntem Urin ausgefiihrt 
werden. Nur in dem Falle, wenn der Totalacetongehalt weniger als 
200 mg pro Liter betragt, kann dieselbe mit unverdiinntem Urin aus- 
gefiihrt werden'). Im /etzteren Falle und tiberhaupt, wenn der Urin stark 
gefarbt ist, mu derselbe mit Tierkohle entfarbt werden. Dieses geschieht 
auf folgende Weise: etwa 20ccem Urin, eventuell verdiinnt, werden 
einige Minuten mit einem gestrichenen Teeléffel (etwa ',g) hoch- 
wertiger Tierkohle (medizinale Merck oder gleichwertig) geschiittelt 
und filtriert. Mit LO0cem Urinfiltrat oder 10 cem bis fast zur Farb- 
losigkeit verdiinntem Urin wird die Rotherasche Probe folgendermaben 
ausgefiihrt. Man setzt einen gehauften Teeléffel (8 bis LO g) Ammonium- 
sulfat zu, darauf 5 Tropfen Sproz. Nitroprussidnatrium*) und 1 cem 
konzentriertes Ammoniak (etwa 25 Proz.). Die Mischung wird un- 
ablassig 5 Minuten lang unter der Beobachtung, da das Salz stets im 
CberschuB vorhanden ist, umgeschiittelt und danach durch ein trockenes 
Filter filtriert. Nach 8 Minuten, von dem Augenblick der Zufuhr des 


Ammoniaks an gerechnet, werden 5 oder 10 cem des erhaltenen Filtrats 


der kolorimetrischen Einstellung und Beurteilung unterzogen. Als 
Vergleichslésung wird n 1l0O KMnQO, angewandt. Letztgenannte 


Lésung bereitet man im allgemeinen frisch durch Verdiinnung einer n LO. 
Bei der kolorimetrischen Einstellung kénnen gewéhnliche Probe- 
rohren angewandt werden*). Man achtet hierbei darauf. da die beiden 


') Falls bei einem orientierenden Versuch eine mehr als zelnfache 
Verdiinnung bei der kolorimetrischen Einstellung noétig ist, soll verdiinnte: 
Urin angewandt werden. 

*) Zum Ausmessen der Nitroprussidnatriumlésung habe ich eine ge 
gewohnliche, sogenannte ‘T.-K.-Tropfflasche von solcher Beschaffenheit 
angewandt, daB 25 Tropfen 2g wogen. 5 Tropfen reichen bei einer Total- 
acetonkonzentration von 500mg pro Liter aus. Beim Versuch mit schwach 
acetonhaltigem oder verdiinntem Urin mub man darauf achten, daB die 
angegebene Menge Nitroprussidnatrium nicht tiberschritten wird, da dessen 
Vorhandensein in gréBerer Menge durch seine Figenfarbe stérend wirkt. 

3) Bei einem Vortrag im Januar 1925 vor dem Verein fiir innere Medizin 
in Stockholm demonstrierte der Verfasser ein fiir die Anwendung obiger 
Methode bestimmtes einfaches Verdiinnungsgefa nebst einem Behiilte 
zum Zwecke der Aufbewahrung der Vergleichslésung. Beide GefaBe waren 
aus ebenderselben Glassorte hergestellt und hatten einen Durchmesser 
von etwa 15mm. Das fiir die Vergleichslésung dienende GefaiB war un 
gradiert unc etwa 20 em lang, das zur Verdiinnung benutzte, etwa 100 cem 
fassende, war mit einer unten beginnenden Cradierung von je 5 cem ver 
sehen. (Grave-Stockholm halt derartige Réhren auf Vorrat.) Selbst 
verstandlich kann derjenige, welchem ein Kolorimeter zur Verfiigung steht, 
ebenfalls die Einstellung mit den genannten Instrumenten vorteilhaft 


durehfiihren. 
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Proberéhren ebendenselben Durchmesser besitzen und von _farb- 
losem Glas sind. Sollte das Filtrat farbenstarker als die Vergleichs- 
lésung sein, so wird dasselbe sofort mit Wasser so lange verdiinnt, bis 
die Farbenstarke beider Proben beinahe iibereinstimmen. Eine voll- 
sttindige Ubereinstimmung zwischen den Farben der Probe und der 
Vergleichslésung liegt nicht vor. Die Farbe der Probe erscheint eine 
Spur blauer. Die Einstellung soll bei kiinstlicher Beleuchtung vor- 
genommen werden. Eine zweckdienliche Anordnung besteht darin, 
daB zwischen die Lichtquelle und unmittelbar hinter die Probe- 
rohren weiBes Papier gebracht wird nicht véllig weiBes; ein- 
faches, sogenanntes Konzeptpapier ist beinahe vorteilhafter als 
ganz weibes ; Bei der genannten Anordnung faBt man die 
Farbe selbst mehr als rot auf, aber die Farbenstdrke \laBt sich 
leichter beurteilen Etwa 25mg Totalaceton pro Liter ergeben 
unter den angegebenen Bedingungen einen ,,Rothera’’ von einer 
Farbenstirke. die mit derjenigen der vorgeschlagenen Vergleichs- 
lésung zusammenfallt. Der Gesamtacetongehalt des Urins geht 
direkt aus dem Verdiinnungsgrad hervor. Die Einstellung auf die 
Vergleichslésung soll innerhalb 10 bis 1! Minuten abgeschlossen sein, 
von dem Augenblick des Ammoniakzusatzes an  gerechnet, und 
zwar mit Riicksicht auf die begrenzte Haltbarkeit des gebildeten 
Farbstoffes. 

In der vorher mitgeteilten Vorschrift verdienen zweifellos zwei 
Einzelheiten eine eingehendere Diskussion. namlich die Tierkohle- 
behandlung und das Prinzip, nach dem der fiir die Berechnung der 
Werte angegebene Faktor 25 ermittelt wurde. 

Falls es sich um einen stark .,aceton“haltigen oder fast farblosen 
Urin handelt, kann die Tierkohlebehandlung als unndétig betrachtet 


werden. Dagegen hat sich dieselbe, wie bereits hervorgehoben, als 
notwendig erwiesen bei niedrigeren ..Aceton’*konzentrationen, vor 


allem bei stark gefirbten Urinen. Die Eigenfarbe des Urins macht sich 
nimlich unvorteilhaft geltend. Man erhalt bei Ausfiihrung der Probe 
eine etwas mehr rétliche Farbe, die in einem gewissen Grade von der 
violetten der Vergleichslésung abweicht und die Beurteilung nicht 
unbedeutend erschwert oder sogar unméglich macht. Wird der Urin 
vor Ausfiihrung der Probe mit Tierkohle entfarbt, so beseitigt man den 
genannten Nachteil. Wie sich andererseits denken laBt, kann sich die 
Oberflachenaktivitat zwischen Tierkohle und den anwesenden Aceton 
kérpern in einem solchen Grade geltend machen, dal das Resultat 
besonders bei niedrigeren Konzentrationen vom quantitativen Gesichts- 
punkt gefihrdet wird. Aus folgenden Versuchen geht jedoch hervor 
das die Adsorption im vorliegenden Falle praktisch keine Rolle 


spielt. 
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l. Versuch mit normalem Urin. 


Normaler Urin, der bei direkter Priifung schwach positiven ,,Rothera™ 
von ,gewodhnlicher’ Starke ergab, wurde mit Tierkohle behandelt und 
filtriert. Das Filtrat gab ebenfalls positiven ,,Rothera’. Ich bekam eine 
zwar schwache, aber deutliche rosa Farbe. Die bei direktem Versuch mit 
Urin erhaltene Farbe war wegen der Eigenfarbe des Urins weniger definierbar, 
wenn sie auch als positiv fiir die Probe angesehen werden muBte. 

Die Versuche legen klar, daB das Adsorptionsvermégen zwischen 
Tierkohle und Totalaceton als ziemlich unbedeutend anzunehmen ist. 
Der Gesamtacetongehalt in normalem Urin kann namlich, wie bereits 
hervorgehoben, im Durchschnitt auf 2mg pro Liter geschiatzt werden. 
Wir bemerken also, daB der Totalacetongehalt bei dem fraglichen, 20 ccm 
Urin umfassenden Versuch auf 0,04 mg berechnet werden kann. Auch wenn 
wir mit Riicksicht auf die vorher besprochenen Variationen in dem physio 
logischen Totalacetongehalt die Ziffer verdoppeln, so besagt der Versuch 
doch, daB 1% g Tierkohle, welches fiir die Entfarbung des Urins voéllig aus 
reichend war, weniger als 0,08 mg Totalaceton adsorbiert hatte. 


2. Versuch mit normalem Urin, versetzt mit Acetacetat. 


10 cem acetonfreies Na-Acetacetat wurden mit 90 ccm normalem Urin 
verdiinnt. 10 cem wurden mit Essigsiiture angesiuert, mit 50 cem Wasser 
verdiinnt und bei konstantem Niveau destilliert !). Das Destillat verbrauchte 
4,.9cem n/10 Jod. 20cem des genannten acetacetathaltigen Urins wurden 
mit einem gestrichenen Teeléffel Tierkohle geschiittelt und filtriert. 10 cem 
des erhaltenen Filtrats verbrauchten nach der Destillation 4,85 cem n/10 Jod. 

Die Differenz zwischen den beiden Versuchen geht nur bis zu 0,05 cem 
n 10 Jod, 1 Proz. des urspriinglichen Wertes entsprechend. Ich wage 
daher die Auffassung zu vertreten, daB das Acetacetat entweder gar nicht 
oder nur in ganz unbedeutendem Grade von der Tierkohle adsorptiv be- 
einfluBt wird. 


3. Versuch mit pathologischem Urin. 


10 cem Diabetikerurin, dreimal 24 Stunden aufbewahrt (einschlieBlich 
Aufsammlungstag) wurden der Destillation nach obiger Beschreibung 
unterzogen. Das Destillat verbrauchte 1,9 cem n/10 Jod. Beim ,,Blasen 
nach Folin (Journ. of biol. Chem. 3, 177, 1907) erhielt ich einen Jodver- 
brauch von 0:4 n/10 Jod. Das praformierte Aceton betrug also in diesem 
dreimal 24 Stunden aufbewahrten Urin 22 Proz. des Totalacetongehalts. 
Nach der Tierkohlebehandlung verbrauchte das Destillat von 10 cem 
Filtrat 1,7¢em n/10Jod. Der Verlust nach der Tierkohlebehandlung 
erreicht somit etwa 10 Proz. Auch wenn dieser Verlust an und fiir sich als 
unbedeutend angesehen werden kann, so muB man doch zugeben, daB 
sich die Adsorption in diesem Falle auf deutlichere Weise zu erkennen gibt 
als bei dem soeben angefiihrten Versuch mit dem mit Na-Acetacetat ver- 
setzten Urin, wobei der Verlust gleich Null oder ganz unbedeutend war. 
Im vorliegenden Falle haben wir jedoch mit einem weiteren Faktor zu 


1) Hierbei wurde ebenso wie bei den iibrigen Destillationen der von mir 
fiir die Mikrobestimmung der Acetonkérper vorgeschlagene Destillations- 
apparat angewendet (diese Zeitschr. 144, 556, 1924). 
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rechnen, namlich der Adsorption, welcher das vorhandene, priiformiert: 
Aceton bei der Tierkohlebehandlung anheimfallt. Das angewandte Material 
enthielt pro Liter etwa 40mg Aceton und etwa 150mg Acetacetat, be 
rechnet als Aceton. In der Tat wird das Aceton in wisseriger Lésung 
wenigstens in gewissen niedrigeren Konzentrationen von der Tierkohle 
in nicht allzu unbedeutendem Grade beeinfluBt. Als Beleg hierfiir werde 
ich aus einer bei einer vorhergehenden Gelegenheit gemachten Versuchs 
serie folgenden Fall anfiihren. 100 cem einer wiisserigen Lésung, die 9,8 mg 
Aceton enthielt, wurden einige Minuten mit 0,2 ¢ Tierkohle geschiitte!t 
und filtriert. Im Filtrat fand ich nur 6,6 mg Aceton wieder. Der Verlust 
durch Adsorption ging also bis zu 32,6 Proz. 

Man kann folglich annehmen, daB der Verlust an etwa 10 Proz. Tota! 
aceton, der bei der Tierkohlebehandlung des pathologischen Urins kon- 
statiert wurde, hauptsachlich durch die Adsorption verursacht wurde, 
welche zwischen der Kohle und dem vorhandenen praformierten Aceton 
zustande kam. 

Das Acetacetat findet man dagegen, praktisch genommen, nach der 
Tierkohlebehandlung in unverminderter Menge wieder. 

Wie bereits hervorgehoben, erreicht selbst bei schweren Fallen von 
Acidose der Gehalt des Urins an priaformiertem Aceton kaum solche Mengen, 
daB er entweder bei Ausfiihrung der Legalschen oder der Rotheraschen 
Probe zum Auftreten der Farbstoffe beitragen diirfte. Im groBen ganzen 
ist es ausschlieBlich das vorhandene Acetacetat, das mit Nitroprussid- 
natrium die Entstehung der gefarbten Reaktionsprodukte verursacht. 
Unter solchen Verhaltnissen fehlt dem oben angewiesenen Acetonverlust 
bei der Behandlung des Urins mit Tierkohle jede quantitative Bedeutung 
bei Anwendung der kolorimetrischen Methode. 

SchlieBlich werde ich in Kiirze das Prinzip erlautern, nach dem 
der fiir die Berechnung des Totalacetongehalts angebene Faktor 25 
ermittelt wurde 

Eine wasserige Losung von Na-Acetacetat gibt, als Aceton berechnet, 
schon bei einer Konzentration von etwa 22 mg pro Liter eine Farbe 
die mit derjenigen einer n 100 KMnQ,-Lésung fast tibereinstimmt 
Legt man bei der Untersuchung von pathologischem Urin den Faktor 22 
der Berechnung des sogenannten Totalacetongehalts zugrunde, so 
erhalt man in der Regel zu niedrige Werte. Aus den vorigen Aus- 
fiihrungen geht jedoch hervor, daB einesteils im groBen ganzen es nut 
das Acetacetat ist, welches mit Rothera reagiert, da anderenteils das 
Acetacetat, als Aceton berechnet, 85 bis 90 Proz. des sogenannten 
Totalacetongehalts des Urins ausmacht. Da wir nun diesen zu_ be- 
stimmen wiinschen, glaubte ich den Faktor auf 25 erhéhen zu miissen. 


Die Priifung der Methode an klinischem Material. 


(Urin vom Serafimerlazarett in Stockho!m.) 


Die von mir untersuchten Urine bestanden aus Proben der Tages- 
mengen. Die Urinproben wurden morgens abgeholt und im Laufe des- 
selben Tages analysiert. Die Analysen erstreckten sich teils auf jodo- 
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metrische Bestimmung des Acetongehalts nach der Destillations- 
methode, teils auf die Bestimmung des Gehalts an praformiertem Aceton 
nach der von Folin angegebenen ,,Bias‘‘methode, diese ebenfalls, wie 
bekannt, auf jodometrischem Wege. Ferner wurde die oben angegebene 
kolorimetrische Methode angewandt und der Verdiinnungsgrad fiir 
die Einstellung auf die Vergleichslésung festgestellt. 


Tabelle lV. 





. Bei Gesamt: Fehler- 
Prators Gesamt: koloris aceton, prozent, 
miertes metrischer aus Vers auf die Anmerkung 
Probe Aceton aceton. Messung diimnungss Destilla- 
— ’ Destillation gefundener grad tionss betrefts der Austuhrung der 
Blasen Vers berechnet werte kolorimetrischen Bestimmung 
dunnungs- ‘ berechnet 
mg m, sad m, 
pro Liter pro Liter e pro Liter Proz 
E. 20 295 ll =x 275 — 6,7 Keine Kohle, ohne Verdiinnung 
S. 13.5 213 Ss x 225 +5. Keine Kohle, ohne Verdiinnung 
J. 168 1393 HO x 1500 + 7,7 Keine Kohle, zchnfache Verdiinnung 
G. 15.5 164 7 ae 175 + 6,7 Kohle, ohne Verdiinnung 
J. 304.6 1547 60 =x 1500 —3 Keine Kohle, zehntache Verdunnung 
Pe 140 1044 40 =x LOO —4,2 Keine Kohle, zehnfache Verdiinnung 
be 7,7 104 45x 113 + 8.2 Keine Kohle, ohne Verdiinnung 
CG. 135 143 6 =x 150 +49 Kohle, ohne Verdiinnung 


Zusammenfassung, 

Aus den vorliegenden Untersuchungen geht unter anderem folgendes 
hervor 

1. Legals Nitroprussidnatriumprobe gibt beziiglich der Acetessig- 
siure (als Aceton berechnet) ein etwa 20mal farbenstarkeres Reaktions- 
produkt als hinsichtlich des Acetons. 

2. Die Empfindlichkeitsgrenze bei der Legalschen Probe liegt 
beziiglich der Acetessigsaure (als Aceton berechnet) bei der Konzen- 
tration von 6 mg/ 1000 ccm: beziiglich des Acetons bei der Konzentration 
100 mg LOOO cem. 

3. Rotheras Probe gibt mit Acetessigsiure ein etwa 70mal farben- 

stirkeres Reaktionsprodukt als mit Aceton, doch unter der Voraus 
setzung, daB bei der vergleichenden Untersuchung die Beobachtungszeit 
auf 10 Minuten eingeschrankt wird. 
. 4. Die Empfindlichkeitsgrenze fiir die letztgenannte Probe liegt 
beziiglich der A,cetessigsiure bei der Konzentration von etwa 
| mg/1000 ccm, beziiglich des Acetons bei einer Konzentration von 
100 mg/1000 cem, doch alles unter der Voraussetzung. dab oben- 
genannte Begrenzung der Beobachtungszeit eingehalten wird. 

5. Der mit Rotheras Probe von der Acetessigsiure erhaltene violette 
Farbstoff wird allmahlich gebildet und erreicht, wenigstens bei den 
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Konzentrationen, die unter pathologischen Verhaltnissen vorkommen, 
bereits nach etwa 10 Minuten seine maximale Starke, um dann nach 
Ablauf von !, bis | Stunde langsam in einen gelben, schwach ins 
Griine gehenden Farbstoff iiberzugehen 

6. Die vorhergenannte Probe mit Aceton bildet ebenfalls violetten 
Farbstoff, der wesentlich langsamer zur Erscheinung kommt. Erst nach 
|, bis | Stunde erreicht derselbe bei Zimmertemperatur seine grébte 
Farbenstarke, um nach etwa 3 Stunden allmahlich scheinbar in den- 
selben gelbgriinen Farbstoff iiberzugehen, der aus der Acetessigsiure 
erhalten wurde 

7. Sowohl Legals wie Rotheras Probe sollen direkt im Urin aus 
gefiihrt werden, nicht in seinem Destillat. 

8. Rotheras Probe ist wegen ihrer gréBeren Empfindlichkeit und 
der gréBeren Haltbarkeit des erhaltenen Farbstoffes vom qualitativen 
wie quantitativen Gesichtspunkt durchaus der Vorzug vor der Lega/schen 
Probe zu geben. 

9. Rotheras Probe ist wegen ihrer auberordentlichen Empfindlich- 
keit innerhalb gewisser, von mir angegebener Grenzen fiir den direkten 
Nachweis eines abnormen ,,Aceton*‘gehalts im Blute anwendbar. Die 
Empfindlichkeitsgrenze liegt bei etwa 10mg Acetacetat (als Aceton 
berechnet) pro Liter oder bei etwa 20 mg ,,Totalaceton’. Letztgenannte 
Ziffern werden unter Hinweis auf das Verhalten angefiihrt, daB im 
zirkulierenden Blute Aceton und Acetacetat in ebenderselben Konzen- 
tration auftreten 

10. SchlieBlich hat sich eine auf Rotheras Probe gegriindete, 
approximative Methode fiir die kolorimetrische Bestimmung des 
Gesamtacetongehalts im Urin als fiir die Praxis anwendbar erwiesen, 
vor allem in solchen Fallen, wo dem Analytiker eine Laboratoriums- 


ausriistung nicht zur Verfiigung steht. 
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Uber die Bestimmung von kleinen Arsenmengen in Tierorganen. 


Von 
Emil Pribyl. 


(Aus dem chemischen Institut der Tierirztlichen Hochschule in Briinn 


Tschechoslowakei. ) 


(Eingegangen am 6, April 1925.) 


Als zuverliassigste Methode zur qualitativen Arsenbestimmung 
wird diejenige von Marsh angewandt. Bei dieser Priifung miissen die 
organischen Substanzen oxydiert werden, eine Operation, die eine 
hetrachtliche Menge verschiedener Chemikalien (Schwefelsaure, Chlor- 
wasserstoffsaure, eventuell Salpetersaure, Zink, Kaliumchlorat, Schwefel- 
wasserstoff usw.) verlangt, die absolut chemisch rein sein miissen. Uber- 
dies ist die eigentliche Vorbereitung zur Wasserstoffreduktion sehr 
zeitraubend. Aus allen diesen Griinden ist die ganze Methode kost- 
spielig und unzweckmabig fiir solche Falle, in denen der Arsengehalt 
billig und schnell nachgewiesen werden soll, sowie auch, wenn es sich 
um 6fteren Arsennachweis handelt. Dies gab mir Veranlassung zu 
einem Versuch, die Marshsche Methode durch eine andere, gleichfalls 
zuverlassige Priifung zu ersetzen. 

In erster Reihe untersuchte ich die Reinsche Methode. 

Bei dieser benutzt man die Eigenschaft des Arsens, dal} es sich 
in salzsaurer Lésung bei einer Temperatur von etwa 90° auf einem 
blanken Kupferblech ausscheidet. Die organischen Substanzen brauchen 
dabei nicht zerstért zu werden, es wird nur in Chlorwasserstoffsaure 
gekocht, die Igicht chemisch rein (arsenfrei) vorbereitet werden kann 
und auch billig ist. Die gare Priifung dauert etwa 20 Minuten; man 
kann auch noch sehr geringe Arsenspuren als einen braunen bis schwarzen 
Beschlag auf dem blanken Kupferblech deutlich nachweisen. 

Zunachst habe ich in meiner Arbeit die Genauigkeit dieser Methode 
gepriift und festgestellt, daB sie vorziiglich ist (' 59, mg As). 

Weiter habe ich ermittelt, eine wie groBe Blechflache zur quanti- 
tativen Ausscheidung des Arsens erforderlich ist und welches die Be- 


dingungen der Ausscheidung sind. 
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Drittens habe ich die Uberfiihrung des Arsens vom Kupfer in cis 
Lésung mit Hilfe neuer Lésungsmittel ausgefiihrt: statt mit rauchender 
Salpetersiure oder Bromwasser, mittels Jodlésung, ferner einer alkali 
schen Jodidlésung und Atzalkalien 

Die vorgeschlagene Arbeitsweise gestattet die wiederholte’ Be- 
nutzung der Kupferbleche. In der Lésung lat sich das As im Marsh- 
apparat bequem nachweisen. Eine direkte Bestimmung des auf dem 
Kupfer ausgeschiedenen As ist mir nicht gelungen: ich schlage hierfiir 
eine Skala vor, die aus bestimmten ausgeschiedenen As-Mengen auf 
viner Reihe Kupferblattchen bereitet werden kann 


Die Vorbereitung. 


Ich habe mir eine Reihe von Standardlésungen von Acid. arsenic. 
absolut chemisch rein von AKah/baum) in folgenden Konzentrationen vor- 
bereitet: | 1000: ' 5000° . 10 000° , 50 000° : 100 000° , 500 000° ; 1 000 000- Eine genau 
abgemessene Menge wurde zuerst in warmer Natronlauge gelist; darauf 
wurde bis zum entsprechenden Volumen mit destilliertem Wasser auf 
gefiillt, wodurch eine klare Lésung erreicht wurde. Die Chlorwasserstoff 
siure wurde zunachst mit Schwefelwasserstoff vom Arsen befreit und in 
einer Konzentration von 5 Proz. angewandt. Die Kupferblattchen wurden 
genau gleich aus einer chemisch reinen, elektrolytischen Kupferfolie aus 
veschnitten und vor der Benutzung mit feinem Schmirgelpapier und 
Alkohol gereinigt. Immer wurde | cem der Arseniklésung von entsprechen 
der Konzentration genommen und 0,5 cem S5proz. HCl zugefiigt; in diese 
Lisung wurde ein gereinigtes Kupferblech hineingegeben und alles in 
emer Porzellanschale im Wasserbade erwarmt, 


Experimenteller Teil. 


Schon nach 5 Minuten langem Kochen laBt sich der Beginn der schwarz- 
braunen Abscheidung auf dem Kupferblech beobachten; nicht vollkommen 
ausgeputzte Bleche tiberziehen sich fleckenweise, die reinen jedoch ganz 
gleichmaBig. Die Schnelligkeit des Ausscheidens hangt auch von der 
Aciditaét der As-Lésung ab. Optimal bilden sich die Beschlage, wenn man 
zu leem Standardlésung 0,5cem Sproz. HCl] zugefiigt hat. Nach der 
Intensitat des Beschlages und nach der GréBe der gefarbten Flache kann 
man die Arsenmenge beilaufig abschitzen. Zur Ausscheidung von I mg 


I 


As, O, ist eine Oberflache von 18,75 qem nétig Fiir ' mg braucht man 


l14qem Flache, fiw '/;, mg ebenfalls so viel, fiir ' 54 mg nur 7,5qem, fiir 

too ME etwas weniger, fiir ' 55, mg nur ein kleines Blech von 3,75 qem 
Oberfliche. Der Beschlag ist ganz schwach, aber noch sichtbar; ! jo99. mg 
laBt sich mit der Reinschen Methode nicht mehr nachweisen. Die Kupfer 
streifen wurden nacheinander in die Lésung gelegt und nach dem Heraus- 
nehmen mit destilliertem Wasser abgespiilt. Die Intensitat des Beschlages 
ist auf dem ersten Kupferstreifen am starksten, auf den anderen nimmt 
sie nach und nach ab. 

Die Lésungen wurden immer 10 Minuten bei 90° erwarmt. Als Kontrolle 
legte ich ein kleines Blech in Il cem destillierten Wassers unter Zusatz 
von 0,5¢cem Sproz. HC] ein und erwarmte es auch 10 Minuten wie bei 
den Hauptversuchen. 


19* 
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T itrationsversuche. 


Es handelte sich um die Méglichkeit, aus dem Beschlage genau dic 
Arsenmenge zu bestimmen. Der Gedanke war folgender: Den Beschlag 
in irgend einem Mittel aufzulésen und dann titrimetrisch die Arsenmenge 
zu bestimmen. In den ersten Versuchen wurde zur Auflésung des Beschlages 
rauchende Salpetersiure angewandt, es erwies sich jedoch, daB sie auch 
das Kupfer selbst auflést; fiir diesen Zweck war sie also unbrauchbar 

Alsdann wurde die titrierte Lugolsche Lésung benutzt. Auch in diesen 
Falle zersetzte sich das Kupfer, so daB die As-Titration nicht méglich war. 
Es geht das aus den Zahlen der Tabelle hervor. welche die Menge der als 
Titrationsfaktor verwendeten Natriumthiosulfatlésung angeben. 





Der Verbrauch 
Das Kupferblech hinein- des Natrium: 


gegeben in | com thiosulfats 


com 

1/ s000 Nach 10 Min. Erwirmen bei etwa 0,15 

a —— 0,25 
Por" 90° wurde das Kupferblech heraus- 

‘10 000 As L. : ¥ 0 ov 

: 50 000 vi ecm HC] 2@!ommen, mit dest. Wasser abge- = 

2 - , . 0,35 

1/200 000 spilt, der Beschlag in 1 eem n/10 KJ 30 

500000 : 0. 0 

1 /, eee cee aufgelést und die Lésung mit n/10 0,35 

dest. Wasser + '/, com HCl Natriumthiosulfat titriert 0.40 


Weiter verwandte ich zur Auflisung des Beschlages Kali- und Natron 
lauge in Konzentrationen von 10, 20 und 30 Proz. Nach 2 Minuten langem 
Abwaschen mit der warmen Lauge verschwand der Beschlag gianzlich: 
darauf situerte ich die Lauge an, gab lLeem n/10 Jodlésung hinzu und 
fiihrte die Titration mit n/10 Natriumthiosulfatlésung aus, die aus einer 
automatischen Mikrobiirette zutriépfelte. Als Indikator diente léslich« 
Stirke. Dieser Versuch ergab folgendes Resultat: 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Arsenmenge mit keiner 
dieser Methoden zu bestimmen ist, da bei der Auflésung des Beschlages 
auch das Kupfer angegriffen wird. 

Ich stellte daher noch eine weitere Probe an. Die Lugolsche Liéisung 
oder die Lauge mit Arsen wurde in den Marshapparat gegeben, um einen 
Arsenspiegel zu erzielen. Verwandte man zum Abwaschen des Beschlages 
die Lugolsche Lésung, so war der Arsenspiegel viel deutlicher als bei der 
Lauge, wenn auch in beiden Fillen dieselben Chemikalien angewandt 
und die gleiche Zeit innegehalten wurden. Den Spiegel erhielt ich jedoch 
nur, wenn der Beschlag aus einer Liésung mit mindestens | mg As stammte. 
Priifte ich aber im Marshapparat den Beschlag aus einer Lésung mit weniger 
als 1 mg, so erschien der Spiegel nicht einmal in den kleinsten Spuren, 
wenn auch die Beschlage deutlich waren. Man sieht daher, daB die Priifung 
nach der Reinschen Methode viel scharfer ist als die nach Marsh, da '/55, mg 
auf dem Kupfer noch einen klar sichtbaren Beschlag gibt, nach Marsi 
hingegen iiberhaupt nicht mehr nachweisbar ist. 

SchlieBlich versuchte ich noch, As aus den Beschligen durch eine 
vorlaufige Reduktionsprobe zu bestimmen. Ein kleines Blech, zu einer 
Rolle gedreht, lieB ich in der beschriebenen Weise mit einem As-Beschlag 
iiberziehen, und nach dem Abspiilen und Abtrocknen legte ich es in einen 
Glaskolben hinein; darauf fiigte ich ein Stiickchen Spodium zu und fiihrte 
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die bekannte Reduktionsprobe auf As auf trockenem Wege aus. Obwoh! 
ich etwa 20 Versuche mit Blechen verschiedener Intensitat des As- Beschlages 
vornahm, erzielte ich tiberhaupt keinen Spiegel, auch wenn ich in den 
Kolben ein Kérnchen kalzinierte Soda brachte. 

Eine quantitative As-Bestimmung ist daher nur nach einer Skala 
der Beschlage, die aus As-Standardlésungen hergestellt sind, méglich; es 
ist nur notig, die Versuchsbedingungen genau einzuhalten (Menge, Zeit, 
Chemikalien usw. 

Die Versuche sind noch nicht beendet; ich suche noch nach einer 


Methode, mit der man die Arsenmenge quantitativ aus den Beschliigen 
feststellen kann. 

Die Reinsche Methode in meiner Modifikation wendet mit sehr gutem 
Erfolge Tomések in seiner Arbeit an: Wie lange scheidet sich das Arsen 
in den Fakalien und dem Urin der Pferde aus, denen As als Plastikum ge 
geben wird? Seine bisherigen Erfolge bestitigen die Empfindlichkeit, 
Einfachheit und ZweckmaBigkeit dieser Methode gegeniiber der Marsh schen 


Zusammenfassung. 

1. Die kostspielige Warshsche Priifung kann bei der As-Analyse 
durch die Reinsche Methode ersetzt werden 

2. Wenn man sich eine Skala der As-Beschlage auf dem Kupfer 
blech herstellt, kann die Arsenmenge nach der Intensitat des Beschlages 
bestimmt werden 

3. Zur Ausscheidung von Img As braucht man 20qem Kupfer 
blech in 4 qem langen Streifen, die nach 5 Minuten in die zu_ priifende 
Lésung gegeben werden 

4. Das ausgeschiedene As lést sich leicht in n 10 Jodlésung; diese 
durch Natriumthiosulfat entfirbte, As,O,; enthaltende Loésung kann 
man direkt im Marshschen Apparat benutzen 
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Studium der Eiwei6kérperkoagulation in Tropfen. 


Vil. Mitteilung: 


Studium der Prazipitinserumreaktionen mittels der Tropfenmethode. 


Von 
V. Morasko. 


(Aus dem chemischen Institut der Tierarztlichen Hochschule in Briint 


Tschech« slowaket. ) 
(Eingegangen am 6, April 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text 


Die erste Aufgabe dieser Arbeit war. sicherzustellen, ob die An- 
wendung der Beckaschen Tropfenmethode zum Studium der Reak- 
tionen der Prazipitinseren tiberhaupt mdéglich ist. Beim Studium det 
Koagulation durch chemische Fallungsmittel mit Hilfe der Tropfen 
methode ist es gelungen, nachzuweisen, dali jedem Fallungsmittel ein 
Abbildungstypus entspricht, so dai man auf diese Weise die Fallungs 
mittel unterscheiden kann. Weiter wurde festgestellt, dai ahnliche 
aber nicht so markante Unterschiede bei EiweiBben verschiedener Tier- 
gattungen vorhanden sind 

Da die Prazipitinserumreaktionen Fallungsreaktionen sind, ist 
man zu der Annahme berechtigt, es kénnte die Auffindung chemisch 
definierbarer Fallungsmittel gelingen, die unter gewissen Umstinden 
Eiweibkérper nur einer bestimmten Art, wie etwa die spezifischen 
Prazipitinseren, fallen werden. Bei diesen Versuchen mubte man sich 
mit zufallig ausgewahiten Fallungsmitteln begniigen, denn bis jetzt 
war die Aufstellung einer als sicher geltenden Hypothese noch un 
méglich. Die vorliegenden Versuche sollen eine derartige Hypothese 
vom serologischen Standpunkt aus, begriinden helfen. 

Wir gingen von folgender Idee aus: gelingt die Fallung mittels 
der Tropfenmethode, so wird man den Fallungstypus der Prazipitin- 
serumreaktionen feststellen kénnen. Wird nun ein Typus immer nut 
fiir eine bestimmte Antigenart erhalten, dann kann man voraussetzen 
dal} dieses Antigen am besten mit den Fallungsmitteln dieses Typus 
bestimmt werden wird. Was die serologische Seite anbelangt. so wird 
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man dann den Chemismus der Prazipitinreaktionen bestimmen konnen 
denn aus dem Bilde wird klar ersichtlich sein, ob die Reaktion als ein 
lonen-, Molekular- oder Kolloidalfallung verlauft 

Nach einem Vorversuche erwies es sich, daB die Beckasche Tropfen 
methode hier unter gewissen Umstainden anzuwenden ist, und dali 
wirklich die im Kaninchen gegen ein spezifisches Antigen ausgebildeten 
Prazipitine in bestimmten, untereinander verschiedenen Typen fallen 
Die ganze Arbeit konnte nicht in geniigend groBem Umfang durch 
gefiihrt werden. weil bei der Immunisierung eine Anzahl von Tieren 


unter anaphylaktischen Symptomen zugrunde ging. 


Experimenteller Teil. 


Fiir den ersten Versuch verwandte ich ein Prazipitinserum, das nach 


dreimaliger Pferdeseruminjektion von einem Kaninchen gewonnen worden 
war. Die Titration wurde nach Uhlenhut ausgefiihrt, der Titer betrug */go90. 
Dieses Serum wurde mit physiologischer Lésung verdiinnt und nach der 
Beckaschen Tropfenmethode auf eine Glasplatte getrépfelt. Die Falhung 
wurde mit gleichfalls verdiinntem Pferdeserum ausgefiihrt. Schon nach 
einigen Minuten traten Niederschlige auf, ahnlich denjenigen, welche be 
Anwendung stark verdiinnter chemischer Fallungsmittel entstanden waren. 
Die Intensitaét nahm mit der Zeit zu. Um die Triibungen noch nach einer 
langeren Zeit beobachten zu kiénnen, wurde die Platte in einen Thermostaten 
mit feuchter Luft gelegt; nach 20 Minuten wurde das Ergebnis zum ersten 
mal, nach 60 Minuten zum zweitenmal und nach 5 Stunden zum drittenma! 
aufgezeichnet. 

In den ersten senkrechten Reihen sollte die Verdiinnungsstufe mit 
dem Titer nach Uhlenhut iibereinstimmen, jedoch ist sie auf der Abb. | 
ungefahr 100mal kleiner, auf den Abb. 2 und 3 etwa einhalbmal kleiner 
Dieser Umstand kann damit erklart werden, daB bei der Titration nac! 
Uhlenhut der Niederschlag in der ganzen Breite der Eprouvette beobachtet 
wird, waihrend man in einem Tropfen nur eine geringe Dicke wahrnimmt 
Die Triibungen sind jedoch geniigend deutlich, wenn sie mit gutem Aug 
bei starker Beleuchtung (mit direktem Sonnenlicht) von der Seite beob 
achtet werden. Um die Ergebnisse richtig vergleichen zu kénnen, mu! 
man die Triibungen immer bei gleicher Beleuchtung und nach derselbe1 
Zeit ablesen. Unter diesen Umst&nden kann die Betkasche Tropfenmet hod: 
zum Studium der Fallung angewandt werden. 

Darauf wurden mehrere Kaninchen gegen die EiweiBkérper des Pferdes 
des Menschen, der Kuh, der Ziege, des Schafes, des Hundes und der Henn 
immunisiert. Die Einzelheiten sind aus dem Protokoll ersichtlich. Obwoh 
ich der Anaphylaxie soweit als méglich vorbeugte, verlor ich doch einigs 
Tiere. Von den Methoden, die wenigstens die Gefahr der Anaphylaxi 
herabsetzten, empfehle ich vor allem die Verminderung des injizierten 


Antigens, seine Verdiinnung durch physiologische Lésung und schlieBlich., 
die Kaninchen nach der Reimmunisierung lingere Zeit in der Kalte zu 
halten. Aber absolut sicher wird die Anaphylaxie durch keine dieser Ope 
rationen verhindert. Die eigentlichen Versuche mit den erzeugten Pra 
zipitinseren wurden in drei Abteilungen eingeteilt: 
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1. Untersucht wird der EinfluB der Spezifitat des Prazipitinserums 
auf ein bestimmtes Antigen. Die Versuche wurden mit Prizipitinseren 
durchgefiihrt und samtliche Typen der Gattungsprazipitine auf- 
gezeichnet (L. Teil der Diagramme). 

2. Untersuchung des Einflusses der Zeit auf die Ausbildung der 
gefallten Flache bei samtlichen Prazipitinen (11. Teil der Diagramme). 

3. Untersuchung des Einflusses der Reimmunisation auf den 
Typus der flokulierten Zonen. Hier wurde ein Versuch mit einem 
Prazipitin gegen menschliche EiweiBkérper durchgefiihrt (111. Teil der 
Diagramme). 

1. Abteilung. 

Die Versuche dieser Reihe sind im I. Teil der Diagramme angefiihrt. 

Verfolgt man den Typus der betreffenden Seren, so bemerkt man 
in der ersten abgelesenen Zeit beim Prazipitin gegen Pferdeeiweil- 
kérper die Verminderung der Koagulationsfahigkeit in  beiden 
Richtungen, d. h. in der Richtung der Prazipitinverdiinnung (wagerecht), 
sowie in der Richtung der Antigenverdiinnung (senkrecht). Es entsteht 
ein ahnliches Bild wie bei dem Fallungstypus H’ (mit Sauren) 

Das Prazipitin gegen Kuheiweif fallt in oblonger Form stark 
verlangert in der Richtung des Eiweibes, so wie Ferrosulfat die Mehr- 
zahl der EiweiBkérper fiallte. 

Das Prazipitin gegen Ziegeneiweif zeichnet sich durch eine grobe 
Fallungskraft in wagerechter Richtung aus, in senkrechter fallt es sehr 
schwach. Dieser Typus kam bei der Fallung mit reinen chemischen 
Agenzien tiberhaupt nicht vor, nur bei einer Mischung des Phenols 
mit Cuprisulfat. 

Das Prazipitin gegen Schafeiweib bildet eine fast rhomboedrische 
Form. so wie Hg oder Cd” bei mehreren EiweiBen. 

Das Prazipitin gegen menschliche EiweiBkérper fallt in héchster 
Konzentration des Prazipitins und des Eiweibes; mit abnehmender 
Konzentration vermindert sich die Fallungskraft besonders in wage- 
rechter Richtung. Es entsteht ein kombinierter Typus der Phenole, 
namentlich der mehrwertigen. 

Das Prizipitin gegen HundeeiweiB fallt intensiv in der Richtung 
des verdiinnten EiweiBes, weniger in der Richtung des Prazipitins. 
Es bildet sich ein markanter Phenoltypus. 

Das Prazipitin gegen HenneneiweiB fallt wenig in der Richtung 
des EiweiBes, in wagerechter Richtung aber weit. Einen derartigen 
Typus beobachtete man bei schwachen organischen Sauren, die auch 
eine basische Gruppe enthalten. 

Obgleich der Uhlenhutsche Titer simtlicher Seren fast derselbe 
war (! sooo PIS | go99). Unterscheiden sich doch die Bilder der einzelnen 














Prazipitine sowohl qualitativ als auch quantitativ wesentlich 


grobte Fallungskraft zeigte 
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sich beim Hunde (85 Felder), obwohl bei 

nur 21 Felder vorhanden waren Lie 


dem starkeren Schafserum 
Fallungskraft 
weist Pferdeserum 
auf (9 Felder), obwohl 
Titer 
Qualitativ iiberwiegt die 


geringste 
das 
sein héher war 
Fallung in der Richtung 
des Eiweibes, so wie es 
bei den nicht disso- 
ziierten Fallungsmitteln 
(Phenolen) gefunden 
wurde. Nur bei einigen 
findet man eine in bei- 
den Richtungen gleich- 
maBige Koagulation wie 


bei H und Hg -Fallung. 


I]. Abteilung. 

Der EinfluB der Zeit 
auf die Tropfenreaktion 
auBert sich in einer Er- 
weiterung der gefallten 
Flache. Im ganzen kann 
man sagen, dali der im 
ersten Teile beschrie bene 
Typus unverandert bei- 
behalten bleibt, nur ist 
er spater schon nicht 
mehrsocharakteristisch. 


Am 


pragte Bilder entstanden 


scharfsten ausge- 
in der Zeit zwischen 15 
bis 30 Minuten bei einer 
Temperatur von 20° im 
feuchten Thermostaten 


IIT. Abteilung. 
Indiesem Teile wurde 
der 


ob sich 


gepriift, 
Fallungstypus wahrend der 
Injektion ist der Titer auf 
konnte dabei den bekannten menschlichen Typus beobachten 
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Abb. 3. Der Einflu®B der Reimmunisation auf den Typus 


der flokulierten Zonen. 
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der dritten Injektion stieg der Titer auf ' goog, aber weder die Flache 
noch die Qualitat der gefallten Felder waren geiandert. 

Bei dieser Gelegenheit benutzte ich auch ein alteres Serum und 
hemerkte eine Abnahme der Fallung in der Richtung des Prazipitins, 
die durch das Altern des Serums verursacht worden sein kann (siehe 
Ze manec) 

Die erreichten Ergebnisse sind von vielen Gesichtspunkten aus 
interessant. 

Hauptsachlich nach der chemischen Seite hin, indem es sich gezeigt 
hat, dab die Tropfenmethode ein geeignetes Mittel darstellt, um den 
Chemismus der Prazipitine gegen Antigene zu studieren. Man kann 
feststellen, daB ihre Reaktionsfahigkeit den chemischen Fallungsmitteln 
analog ist. 

In serologischer Beziehung ist interessant, dal gezeigt werden 
konnte, daB die im Kaninchen bei der Immunisation durch verschiedent 
Antigene entstandenen Substanzen qualititiv verschieden sind 

Auf Grund dieser wenigen Versuche kann man zwar kein voreiliges 
Urteil fallen, denn um eine strenge Gesetzmabigkeit festzustellen, mul 
man immer wieder von neuem priifen und priifen. Sicher ist jedoch 
dal mit Hilfe der Tropfenmethode gepriift werden kann, ob der Typus 
eines bestimmten, im Kaninchen ausgebildeten Prazipitins immer det 
selbe bleibt. und daB auf diese Weise ermittelt werden kann, ob das 
Kaninchen immer denselben Gegenstoff erzeugt. Ferner kénnte man 
so den EinfluB der Gattungsverwandtschaft verfolgen. Und noch weiter 
wire klarzustellen, ob ein in verschiedenen Tieren gegen dasselbe 
Antigen erzeugtes Prazipitin die gleiche Substanz darstellt. 

Vom theoretischen Standpunkt ware es noch wichtig, zu unter 
suchen, ob der Typus der gefallten Flache in Anwesenheit verschiedener 
Elektrolyte und Nichtelektrolyte denselben Veranderungen unterliegt 
wie bei der Fallung mit chemischen Agenzien. 


Zusammenfassung. 

1. Mit Hilfe der Tropfenmethode ist es unter gewissen Umstanden 
méglich, die Prazipitinreaktionen zu studieren. 

2. Das Kaninchen erzeugt gegen verschiedene Antigene chemisch 
untereinander differierende Substanzen. 

3. Die Reaktion des Prizipitins gegen menschliche Eiweibkérper 
verliuft wie die Fallung mit kombinierten, vielwertigen Phenolen. 
Das Prazipitin gegen HundeeiweiBkérper fallt wie einwertige Phenole 
Das Prizipitin gegen Pferdeeiweibkérper wie Mineralsauren Das 
Prizipitin gegen ZiegeneiweiBkérper wie die Kombination von Cupr'- 
sulfat mit einwertigem Phenol. Das Prazipitin gegen Schafeiweibkorper 
wie Sublimat. Das Prazipitin gegen Kuheiwei$kérper wie Ferrosulfat 
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Das Prazipitin gegen Henneneiweibkérper wie schwache organische 
sauren. ; 

4. Die Flache der gefallten Felder erweitert sich mit der Zeit, 
wobei der Fallungstypus im ganzen unverandert bleibt 
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Bemerkungen zu der Arbeit von Graham Lusk: 
Die Energiequelle bei der Muskelarbeit?). 


Von 


Wilhelm Falta. 
(Eingegangen am 8. April 1925.) 

In der Arbeit von G. Lusk') findet sich auf 8S. 335 folgende Stelle: 
Heutzutage ist allgemein in Europa die Meinung man kénnte fast sagen 
der Irrtum verbreitet, daB Fett in Kohlehydrat umgewandelt werden 
kénne. Ferner besteht die Ansicht, daB die Entstehung des Diabetes durch 
eine Uberproduktion von Zucker aus Fett bedingt ist. Der hauptsiichlichste 
Ursprung dieses Gedankens riihrt von der v. Noordenschen Polyglanduliir- 
theorie des Diabetes her. Im Jahre 1908 kam Falta nach Amerika und 
verbreitete die Lehre, daB eine Uberproduktion von Adrenalin durch die 
Nebennieren zur Folge habe, daB die Leber Glykose aus Fett erzeugt usw. 
Diese Darstellung mu entschieden den Anschein erwecken, daB ich zu 
den Vertretern der Anschauung einer Zuckerbildung aus Fett beim Diabetes 
gehére. Demgegeniiber habe ich folgendes zu bemerken: 

1. Was die polyglandulare Theorie des Diabetes anbelangt, so habe 
ich seit dem Jahre 1908 in allen meinen Arbeiten immer wieder den Stand- 
punkt vertreten, daB die echte diabetische Stoffwechselstérung auf einer 
Insuffizienz der inneren Sekretion des Pankreas beruhe, und daB andere 
Blutdriisen eventuell nur modifizierend einwirken. Ob es auch nichtinsulare 
Typen von Diabetes gibt, scheint noch nicht sicher zu sein, doch labt 
jedenfalls die Beobachtung von anscheinend auBerordentlich seltenen, 
insulinrefraktaéren Fiillen?) diese Méglichkeit offen. 

2. Eine Umwandlung von Fett in Zucker beim Diabetes habe ich 
héchstens in den schwersten, mit Fett iiberlasteten Fallen fiir méglich 
gehalten und schon seit langerer Zeit diese Méglichkeit immer weniger 
betont. Ich habe vielmehr in immer ausgesprochenerer Weise meine 
Ansicht dahin formuliert, daB das Pankreasinkret der Assimilation des 
aus Kohlehydrat und EiweiB entstehenden Zuckers dient, indem es die 
Zuckeraviditaét der Zellen bedingt. Diese Ansicht geht schon daraus 
hervor, daB in der schon 1908 von mir aufgestellten Formel fiir den 
Zuckerwert eines Nahrungsgemisches das Fett ganz unberiicksichtigt 
gelassen wurde, wihrend die Zuckerbildung aus EiweiB als obliga- 
torisch angesehen wird. In unmittelbarer Folge dieser Anschauung habe 


1) Diese Zeitschr. 156, 335, 1925. 
2) Klin. Wochenschr. 1924, 8. 1315. 
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ich mich immer fiir eine entsprechende Fettzufuhr beim Diabetes ein 
gesetzt und die starke Fettbeschriinkung, wie sie lange Jahre in Amerika 
iiblich war, als unzweckmaBig abgelehnt. Die heute in Amerika sehr ver 
breitete Berechnung des sugar value der Kost unterscheidet sich von meiner 
Berechnung, die ich seit jener Zeit konsequent durchgefiihrt habe, nur in 
unwesentlichen Punkten ob mit Recht, soll an anderer Stelle?) ausfiihrlich 
besprochen werden. Ich glaube also zu der Behauptung berechtigt zu sein, 
daB die Darstellung von G. Lusk, soweit sie meine Person betrifft, den 
heutigen Verhialtnissen durchaus nicht entspricht. 

Eine andere Frage ist die, ob bei der Muskelarbeit ausschlieBlich 
Kohlehydrat verbrennt. In dieser Hinsicht verweise ich auf die schon 
anderenorts mitgeteilte Beobachtung®), da Muskelarbeit den Insulin 
hedarf eines Diabetikers sicher nicht erhéht, sondern eher herabsetzt. 
Wenn der Muskel bei seiner Arbeit ausschlieBlich Zucker verbrauchen 
wurde, so wiire bei der enormen Steigerung des Umsatzes durch Muskel 
arbeit daher nur die Annahme miéglich, da’ zum Umsatz von Zucker im 
Muskel kein Insulin notwendig ist. 


1) Wien. klin. Wochenschr 
2) Miinch. med. Wochenschr. 1924, S. 1716. 








Untersuchungen zur Thrombinlehre Alexander Schmidts. 


Mitteilungen tiber Blutgerinnune Nr. 10. 


Von 
Edgar Wohlisch. 


Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg. ) 


(Eingegangen am 8. April 1925.) 


A. Kritisehe Vorbemerkungen, 

Stuber und seine Mitarbeiter vertreten in einer Reihe von Mittei- 
lungen in dieser Zeitschrift die Anschauung, das aus einem Serum 
durch Alkoholfallung hergestellte Thrombin sei nicht identisch mit 
dem gerinnungsauslésenden Stoffe des genuinen Serums, vielmehr ein 
durch die Alkoholeinwirkung erst entstandenes, biologisch bedeutungs- 
loses Kunstprodukt. 

Da, wie ich hoffe, die vorliegende Mitteilung eine endgiiltige Klarung 
dieser wichtigen Frage herbeifiihren wird, so sei auf die Kontroverse, 
die sich zwischen Stuber und mir dariiber entsponnen hat, diesmal etwas 
ausfiihrlicher eingegangen. 

Die folgende von Stuber') gemachte Beobachtung bildete die 
Grundlage seiner Auffassung: Eine Schmidtsche Thrombinlésung soll 
auch durch eine eiweibimpermeabie Membran hindurch die Gerinnung 
einer Fibrinogenlésung herbeifiihren kénnen. wobei Wasser aus der 
Fibrinogenlésung zum Thrombin tibergehe. 

In meiner ersten Nachuntersuchung*) der Stuber-Sanoschen An- 
gaben wies ich von vornherein auf verschiedene Schwierigkeiten hin, 
die sich fiir die neue Lehre ergeben. Darunter erwahnte ich vor allem 
den von Alexander Schmidt gefiihrten Nachweis, dai aus einem direkt 


aus dem GefiB in Alkohol aufgefangenen Blute in dem es also gar 
nicht erst zum Ablanfen des Gerinnungsvorgangs kommt kein 
Schmidtsches Thrombin gewonnen werden’ kann. Dieses, nach 


1) Stuber und Sano, diese Zeitschr. 134, 260, 1923, 
2) Woéhlisch, ebendaselbst 145, 279, 1924. 























Ek. Wohlisch: Thrombinlehre 2S 


1. Schmidt identisch mit dem gerinnungsaktiven Stoffe des Serums 
entstehe eben erst wahrend der Gerinnung. 

Ferner wies ich darauf hin, daB der Quellungsdruck Schmidtscher 
Thrombinlésungen nur auBerst klein sein kénne, da diese nur spuren- 
weise EiweiB enthalten. Derartige fast eiweibfreie Thrombinlésungen 
kénnen trotzdem stark gerinnungsaktiv sein, was den Quellungsdruck 
als Ursache der Gerinnungsaktivitat duBerst- unwahrscheinlich mache 
Endlich erwihnte ich, dab die minimale, bei den Stuberschen Versuchen 
iibergegangene Wassermenge nicht geniigen kénne, um die Gerinnung 
des Fibrinogens zu erklaren. 

Die Versuche ergaben, da tatsachlich der Quellungsdruck einer 
fast eiweiBfreien aber stark gerinnungsaktiven Thrombinlésung unter 
halb der Grenzen der MeBbarkeit liegt. Die betreffenden Messungen 
wurden auf meine Veranlassung liebenswiirdigerweise von den Herren 
Schade und Clausen ausgefiihrt. In eigenen Versuchen konnte ich die 
Stuber-Sanosche Angabe, das Thrombin wirke auch durch eine eiweib- 
impermeable Membran hindurch, nicht bestatigen. 


In einer Arbeit, zusammen mit Tannhauser, hielt Stuber') seine Befunde 
und seine Auffassung vom Wesen des Thrombins aufrecht und glaubte 
die Unrichtigkeit meiner Ergebnisse nachweisen zu kénnen. Die ungenaue 
Darstellung, welche die beiden Autoren dabe: von meiner Arbeitsweise gaben, 
nétigte mich zu einer Richtigstellung?), in der ich am SchluB die Frage 
stellte, was man eigentlich unter dem von Stuber verwendeten ,,5proz. 
Thrombin nach Alexander Schmidt’* zu verstehen habe. Diese Angabe 
kehrte nimlich in den Stuberschen Arbeiten mehrmals wieder und konnte 
deshalb nicht als ein Druckfehler angesehen werden, wie ich dies anfangs 
annahm. Denn der Sinn der Thrombindarstellung nach A. Schmidt ist 
ja gerade die médglichst weitgehende Befreiung des gerinnungsaktiven 
Stoffes von EiweiB. Auf etwas anderes als auf den EiweiBgehalt aber 
konnte die Stubersche Angabe schwerlich bezogen werden, und zwar aus 
folgenden Griinden: das als Thrombin bezeichnete Trockenpulver ist ein 
Gemisch aus léslichem FiweiB, unléslichem denaturierten Eiwei®B und Salzen. 
Extrahiert man eine bestimmte Menge davon mit Wasser oder Kochsalz- 
lésung, so gehen die Salze und ein ohne weiteres nicht abschitzbarer Teil 
des EiweiBes in Lésung, und ein mehr oder minder betrachtlicher Teil 
des EiweiBes bleibt ungelést zuriick und wird abfiltriert. Da die in Lisung 
gegangenen Salze ja ohne Interesse sind, so ist der einzige in Betracht 
kommende und auf einfache Weise durch Analyse der Lésung zu ermittelnde 
Anteil des in Lésung gegangenen eben das EiweiB. Da indes, wie gesagt, 
Thrombinlésungen meist nur sehr wenig EiweiB enthalten, so war die 
Stubersche Angabe, er verwende 5proz. Thrombinlésungen, vollig un 
verstandlich. 

Bald darauf erschien eine weitere Arbeit von Stuber und Sunqyong 
Lee®) iiher den Nachweis des sogenannten Thrombins im Oxalatplasma 


') Stuber und Tannhauser, diese Zeitschr. 149, 374, i924. 
*) Wéhlisch, ebendaselbst 1538, 456, 1924. 
*) Stuber und Lee, ebendaselbst 150, 542, 1924. 
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Der klassischen Gerinnungslehre nach gerinnt ein Oxalatplasma deshalb 
nicht, weil es in ihm infolge des Kalkmangels nicht zur Thrombinbildung 
kommen kann. Stuber und Lee untersuchten nun derartige Plasmata in 
der iiblichen Weise mittels Alkoholfallung auf ihre Fahigkeit, Schmidtsches 
Thrombin zu liefern. Sie konnten kein Thrombin finden, falls sie die Alkohol- 
fallung in dem oxalathaltigen Plasma direkt vornabmen, sie fanden jedoch 
Thrombin, falls dem Plasma durch vorherige Dialyse sein Oxalatgehalt 
entzogen war'). Die Autoren zogen hieraus abermals den SchluB,das Schmidt 
sche Thrombin miisse ein Kunstprodukt sein, da es sich ja auch aus einem 
spontan nicht gerinnungsfihigen Plasma darstellen lasse. 

Eine letzte Mitteilung von Stuber und Kuhn?®) endlich befaBt sich mit 
dem Nachweis des sogenannten Thrombins im strémenden Blute. Wie 
schon A. Schmidt, so finden auch Stuter und Kuhn im Blute keinen absoluten, 
sondern nur einen relativen Thrombinmangel. Nur wird dieser von den 
beiden Autoren im Sinne der Stuberschen Thrombinlehre durch die ad hoe 
gemachte Annahme gedeutet, der Alkohol mache vielleicht aus den Zellen 
gerinnungshemmende Stoffe frei und daher komme es, daB wohl ein Serum, 
nicht aber das ein ganz andersartiges kolloidchemisches Milieu vorstellende 
Blut ein gerinnungsaktives Prazipitat liefere. In dieser Arbeit ist auch 


definiert, was Stuber unter einer 5proz. Thrombinlésung versteht. Es 
heiBt auf S. 478: ,,Wir benutzten zur Extraktion, wie friiher, immer 5g 
Pulver auf 100cem NaCl-Lésung. Nach beendeter Extraktion wurde 


vom Ungeldsten abfiltriert. Unter Thrombin ist deshalb auch in dieser 
Arbeit immer eine derartige Sproz. Lésung zu verstehen.* 

Hier wird also in einem Satze festgestellt, daB die Lisung nicht 4 proz. 
ist, da ja ausdriicklich angegeben wird, es verbleibe ein unléslicher Riick- 
stand. Im niachsten Satze wird dann eine derartige Lésung wieder als 
dproz. bezeichnet. Irgend ein Sinn JaBt sich daher mit der Stuberschen 
Angabe des Prozentgehaltes seiner Lésungen nicht verbinden. Der Eiweib- 
gehalt der Thrombinlésungen, der in dieser Arbeit nach EBbach bestimmt 
worden ist, steht in keinem Zusammenhang mit ihrem ,,Prozentgehalt*; 
er betragt (8.479) bei einigen ,,5proz. Thrombinlésungen“ 4, 6, 8 und 


3 Prom. 
Ich hatte gehofft, mit der Aufklarung, was unter den Stuberschen 
5proz. Thrombinlésungen zu verstehen sei, werde sich auch die Ur- 


1) Die hiermit nunmehr auch von Stuber selbst erbrachte Bestatigung 
der altbekannten Tatsache, daB ein Oxalatplasma auch nach Entfernung 
des Oxalats nicht gerinnt, ist einer der zahlreichen Beweise gegen die 
Stubersche Gerinnungslehre, nach welcher das Oxalat die Gerinnung nicht 
durch Kalkfaillung, sondern direkt durch seine Anwesenheit unter Bildung 
eines Oxalatfibrinogens verhindert. Stuber nahm an, daB schon eine bioBe 
Verdiinnung eines Oxalatplasmas durch Herabsetzung der Oxalatkonzen 
tration eine Gerinnung herbeifiihre. DaB nicht einmal véllige Oxalat- 
entziehung Gerinnung bewirkt, ist bereits vor langer Zeit von Hammarsten 
festgestellt und von diesem Autor mit Recht als ein Beweis gegen die auch 
von A. Schmidt angenommene direkte gerinnungsverhindernde Wirkung 
des Oxalats angesehen worden. Meine Frage (Klin. Wochenschr. 2, 2318, 
1923), wie denn dieser nuomehr sogar von Studer bestitigte fundamentale 
Versuch Hammarstens nach der Stuberschen Gerinnungslehre zu deuten 
sel, ist bisher nicht beantwortet worden. 

2) Stuber und Kuhn, diese Zeitschr. 155, 477, 1925. 
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sache fiir den entgegengesetzten Ausfall der Stuberschen und meiner 
Membranversuche mit Sicherheit erbringen lassen. Dies ist nun leider 
nicht der Fall, da sich der Prozentgehalt des Stuberschen Thrombins 
eben nicht auf das EiweiB bezieht. Indessen méchte ich doch wenigstens 
meine Vermutungen dariiber auBern, in welcher Richtung die Ursache 
fiir den verschiedenen Ausfall der Stuberschen und meiner Membran- 
versuche zu suchen sein diirfte. 

Aus den Angaben der Tabelle VII auf S. 383 der Arbeit von Stuber 
und Tannhauser geht hervor, daB die zu den Membranversuchen ver- 
wendeten Fibrinogenlésungen 7,5, 7,5, 3,75 und 2,5 Prom. Eiwei®8 
enthalten haben. Ungliicklicherweise ist gerade in dieser Arbeit der 
Eiweibgehalt der zu den Dialysen gegen Fibrinogen verwendeten 
Thrombinlésungen nicht bestimmt worden. Man kann dariiber also 
nur auf Grund der oben erwahnten Zahlen aus der Arbeit von Stuber 
und Kuhn Vermutungen auBern, wenn man annimmt, da die Dar- 
stellungsweise des Thrombins in beiden Arbeiten ungefahr die gleiche 
war. Nun ist aber der weiter oben wiedergegebene Eiweibgehalt der 
Thrombinlésungen von derselben GréBenordnung wie der der Fibrinogen- 
losungen. Der von Stuber in seinen Membranversuchen nachgewiesene 
Quellungsdruck seines Thrombins erklart sich also mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit durch dessen hohen EiweiBgehalt. Zu meinen Membran- 
versuchen wurden dagegen Thrombinlésungen verwendet, die nur 


spurenweise Eiweif enthielten — wie dies der Sinn der Thrombin- 
darstellung nach A. Schmidt ist —, und ich konnte demgemaB keine 


Quellung des Thrombins bei der Dialyse gegen Fibrinogen nach- 
weisen, obwohl meine Thrombinlésungen stark gerinnungsaktiv waren. 
Die Verwendung stark eiweibhaltiger Thrombinlésungen diirfte also 
Stuber und seine Mitarbeiter zu dem TrugschluB verleitet haben, 
daB die Gerinnungsaktivitat des Schmidtschen Thrombins durch 
dessen Quellungsdruck bedingt sei. Da Herrn Stuher an der 
Aufklarung unserer Differenz gelegen sein diirfte, so méchte ich 
ihn bitten, seine Membranversuche doch einmal mit fast eiweib- 
freiem, obwohl stark gerinnungsaktivem Thrombin und unter Angabe 
des EiweiBgehalts sowohl des Thrombins wie des Fibrinogens zu 
wiederholen. 

Derselbe Effekt der Wasseranziehung durch eine Membran hindurch 
miBte sich iibrigens bemerkbar machen, wenn man ein Serum, das 
gegen 7 Proz. EiweiB enthalt, einer Fibrinogenlésung mit ihrem geringen 
EiweiBgehalt gegeniiberstellt. Dieser Kontrollversuch ist indes von 
Stuber noch niemals angestellt worden. Irgend einen Beweis fiir eine 
Verschiedenheit der Wirkungsweise des Serums und des Schmidtschen 
Thrombins hat Stuber durch seine Membranversuche bisher also nicht 


erbracht. 
Biochemische Zeitschrift Band 159. 20 
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Indes sind alle die zuletzt hier erérterten Fragen von sekundiarer 
Wichtigkeit, da sich die Entscheidung unserer Hauptfrage: ,,/st das 
Schmidt sche Thrombin identisch mit dem Serumthrombin (** mit volliger 
Sicherheit durch ganz andersartige einfache Versuche erbringen labt, 
wie sogleich zu besprechen sein wird. 

Wir kommen hiermit zur Kritik der Stuberschen Versuche itiber 
den Nachweis des Schmidtschen Thrombins im Oxalatplasma. 

Stuber und sein Mitarbeiter machen iiber die Gerinnungszeiten 
ihrer Fibrinogenlésungen bzw. Oxalatplasmen unter Einwirkung des 
aus Oxalatfrei dialysiertem Oxalatplasma_ hergestellten Schmidtschen 
Thrombins die folgenden Angaben (S. 546, Tabelle V): 24, 12, 3, 
24 Stunden; 4 Tage; 48, 24, 48, 48, 12, 1, 6 Stunden: 4 Tage; 48, 24, 
24 Stunden. 

Ich kann nur sagen, dali ich aus diesen Angaben den entgegen- 
gesetzten SchluB ableiten wiirde wie Stuber. Denn die mitgeteilten 
Gerinnungszeiten sind in der tiberwiegenden Mehrzahl so auberordentlich 
grok}, dab die auslésenden Thrombinmengen nur minimal kleine gewesen 
sein kénnen. Mit einem aus Serum dargestellten Schmidtschen Thrombin 
laBt sich ja bekanntlich oft schon in wenigen Minuten eine kraftige 
Gerinnung auslésen (vgl. hierzu den experimentellen Teil der vor- 
liegenden Arbeit). 

Die Anwesenheit minimaler Thrombinmengen im Oxalatplasma 
ist aber ohne weiteres zu erwarten und besagt natiirlich nicht das 
geringste gegen die klassische Gerinnungslehre. Wird man doch auch 
durch noch so vorsichtiges Manipulieren bei der Blutentnahme 
Paraffinieren der Kaniile usw. sicherlich die Thrombinbildung nicht 
vollig verhindern kénnen, ehe das Blut durch das Auffangen in Oxalat 
nicht entkalkt ist. Mdédglicherweise sind ja auch schon im strémenden 
Blute minimale Thrombinmengen vorhanden, die dort vielleicht durch 
irgendwelche Antikérper paralysiert werden. 

Eine Entscheidung der ganzen Frage ist nun in sehr einfacher 
Weise dadurch zu erbringen, das man ein Plasma und ein Serum des 
gleichen Tieres quantitativ vergleichend auf ihre Fahigkeit, Schmidt- 
sches Thrombin zu liefern, untersucht. Es ist unverstandlich, dab 
weder Stuber noch sein Mitarbeiter darauf gekommen ist, diesen zur 
Entscheidung einer so wichtigen Frage der Gerinnungsphysiologie 
unbedingt notwendigen Kontrollversuch anzustellen. Auch haben sie 
keine Versuche dariiber ausgefiihrt, ob es wirklich lediglich das Oxalat 
ist, was den negativen Ausfall des Thrombinnachweises in einem oxalat- 
haltigen Oxalatplasma bewirkt. 


B. Experimenteller Teil. 
Die eigenen Versuche bestanden in der Hauptsache in einer Ergiinzung 
der Stuberschen Oxalatplasmaversuche durch die entsprechenden Serum- 
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kontrollen (Versuche 3 bis 7). Sie wurden vervolistandigt durch einige 
weitere Versuche, die dartun sollen, daB Eingriffe, welche die Gerinnungs 
aktivitaét des frischen Serums im Sinne einer Steigerung oder Herabsetzung 
verindern, eine gleichsinnige Veranderung seiner Fahigkeit, Schmidtsches 
Thrombin zu liefern, bewirken (Versuche 1 und 2). 


Versuch 1. 


Bekanntlich nimmt die Gerinnungsaktivitét eines frischen Serums 
beim Stehen sehr schnell ab: das Serumthrombin geht dabei in eine un- 
wirksame Modifikation iiber, die von Morawitz als Metathrombin bezeichnet 
wird. Falls das Schmidtsche Thrombin mit dem Thrombin des frischen 
Serums identisch ware, so miiBte sich aus einem gealterten Serum weit 
weniger Schmidtsches Thrombin gewinnen lassen als aus einem frischen, 
wabrend dies nach der Stuberschen Lehre nicht der Fall zu sein brauchte. 

Von einem Rinderserum wurde der eine Teil sofort nach der Gewinnung 
in der iiblichen Weise mit dem 20fachen Volumen absoluten Alkchols 
gefallt: Thrombin I. Ein weiterer Teil desselben Serums wurde erst 3 Tage 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt und dann in der gleichen Weise gefallt : 
Thrombin Il. Beide Eiwei®fallungen blieben 8 Wochen unter Alkoho! 
stehen. Darauf Abfiltrieren des Alkohols und Trocknung des Prizipitats 
im Vakuumexsikkator. 

Zur Herstellung der Thrombinlisung wurden je 0,06g des Eiweil 
pulvers mit 6,0cem physiologischer NaCl-Lésung etwa | Stunde lang 
extrahiert, danach filtriert. 

Als Reagens auf Thrombin diente eine aus Pferdeoxalatplasma her- 
gestellte Fibrinogenlésung. 

Je 0,5cem Fibrinogenlésung wurden mit 0,8 cem der verschiedenen 
Lésungen von Schmidits Thrombin versetzt. Jeder Versuch wurde in 
doppelter Ausfiihrung angestellt. 

Thrombin I: Nach 33 Minuten Flockung, nach 50 Minuten feste Er 
starrung des Fibrinogens. 

Thrombin IJ: Flockung nicht beobachtet, erst nach etwa 6 Stunden 
feste Erstarrung. 

Der Versuch entsprach ganz den Erwartungen, insofern als aus dem 
frischen Serum tatsachlich ein weit wirksameres Thrombin zu gewinnen 
war als aus dem gealterten Serum. 

In der Literatur begegnet man der Angabe, der Alkohol habe die 
Fahigkeit, das Metathrombin zu reaktivieren. Es diirfte ratsam sein, sich 
auf diese Fahigkeit nicht allzusehr zu verlassen und sich zur Herstellung 
moéglichst kraftigen Thrombins eines ganz frischen Serums zu_ bedienen. 


Versuch 2. 


Durch Zusatz eines Organextraktes — Thrombokinase von Morawitz 
zu einem Serum lat sich bekanntlich dessen Gerinnungsaktivitaét erheblich 
steigern. Es findet in Gegenwart von Ca-Ionen eine Neubildung von 
Thrombin aus der als Prothrombin bezeichneten Vorstufe statt. 

Ist das Schmidtsche Thrombin mit dem Thrombin des Serums identisch, 
so miiBte sich aus einem mit Thrombokinase aktivierten Serum ein wirk- 
sameres Schmidtsches Thrombin gewinnen lassen als aus einem nicht 
aktivierten Serum. 

Ein Teil eines frischen Pferdeserums wurde mit einem nach Morawitz 
aus frischer entbluteter Niere hergestellten wiisserigen Organextrakt, die 
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Serumkontrolle mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers versetzt. 
Nach 5 Minuten langer Einwirkung der Thrombokinase wurden beide 
Sera mit Alkohol gefiallt. Aufbewahrung unter Alkohol 8 Wochen. 

Zur Herstellung der Thrombinlésungen wurden je 0,153 g der beiden 
EiweiBpulver mit 5ecem physiologischer NaCl-Lésung extrahiert. Als 
Reagens auf Thrombin diente ein 2prom. Rinderoxalatplasma, das im 
Verhaltnis 1:4 mit physiologischer NaCl-Lésung verdiinnt war. 

Je 0,5cem der Plasmaverdiinnung wurden mit 1,0 cem Thrombin- 
lésung versetzt. Doppelversuch: 

Thrombokinase-Thrombin: Nach 3 Minuten Beginn der Gerinnung, 
nach 61% Minuten feste Erstarrung. 

Normal-Thrombin: Nach 6% Minuten Beginn der Gerinnung, nach 
etwa 12 Minuten erst feste Erstarrung. 

Ganz wie nach der klassischen Gerinnungslehre zu erwarten, liefert 
also das mit Thrombokinase aktivierte Serum ein wesentlich wirksameres 
Schmidtsches Thrombin als das nicht aktivierte Normalserum. 


Versuch 3. 

In diesem Versuch sollte die Fahigkeit eines Oxalatplasmas, Schmidt- 
sches Thrombin zu liefern, quantitativ verglichen werden mit der Fahigkeit 
eines aus demselben Plasma gewonnenen Serums. Der klassischen Ge- 
rinnungslehre nach miiBte das Serum ein weit wirksameres Schmidtsches 
Thrombin liefern als das Plasma, withrend sich nach Stuber keine Unter- 
schiede nachweisen lassen diirften. 

Ein 2prom. Pferdeoxalatplasma wurde durch Dialyse gegen physio- 
logische NaC}-Lésung oxalatfrei gemacht, da ja nach Stuber das Ovxalat 
die Fahigkeit des Plasmas, Schmidtsches Thrombin zu liefern, vernichten 
soll. Nach Entfernung des Oxalats wurde die eine Hialfte des Plasmas 
durch Zugabe von etwas CaCl,-Lésung zwecks Serumgewinnung zur Ge- 
rinnung gebracht. Nach Entfernung des Gerinnsels wurde das gewonnene 
Serum zur Entziehung des Kalkes weiter dialysiert, um auch beziiglich 
des Salzgehaltes in Plasma und Serum vollig gleiche Bedingungen herzu- 
stellen. Auch das Plasma dialysierte wihrend dieser Zeit weiter. Nach 
voélliger Ca-Freiheit des Serums wurde sowohl dieses wie auch das Plasma 
mit Alkohol gefallt. Die Fallungen wurden 4 Wochen unter Alkohol auf- 
bewahrt. Die Produkte seien als Serum-Thrombin bzw. Plasma-Thrombin 
bezeichnet. 

Zur Herstellung der Thrombinlésungen wurden je 0,07 g des EiweiB- 
pulvers mit 5,0cem physiologischer NaCl-Lésung extrahiert. Reagens auf 
Thrombin war ein im Verhaltnis 1:3 mit physiologischer NaCl-Lésung 
verdiinntes Pferdeoxalat plasma. 

Je 1,0eem der Plasmaverdiinnung wurde mit 1,0¢em Thrombin- 
lésung versetzt. Doppelversuch: 

Serum-Thrombin: Nach 1% Stunden feste Gerinnung. 

Plasma-Thrombin: GlasI nach 12 Stunden geronnen, Glas IT nach 
etwa 24 Stunden. 

Auch dieser Versuch bestatigt die klassische Thrombinlehre. da das 
Serum ein weit wirksameres Schmidtsches Thrombin liefert als das Plasma. 
Der Versuch ist eine direkte Widerlegung der Stuberschen Thrombinlehre. 

Die folgenden Versuche haben denselben Zweck wie Versuch 3, nur 
ist die Versuchsanordnung eine etwas andere. Da niamlich in Versuch 3 
das Serum nicht in frischem Zustande, sondern erst nach lingerer Dialyse 
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gefallt wurde, so war es denkbar, daB durch den hierbei eintretenden 
Thrombinverlust eine Art Ausgleich der Serumeigenschaften gegeniiber 
den Plasmaeigenschaften stattfinden kénnte, und daB die Unterschiede 
zwischen Serum-Thrombin und Plasma-Thrombin noch weit deutlicher in 
Erscheinung treten wiirden, wenn man Serum und Plasma frisch auf 
Thrombin verarbeitete. Um hierbei Serum und Plasma unter ganz gleichen 
Bedingungen zu haben, mul dem Serum vor der Alkoholfallung die gleiche 
Menge Oxalat zugesetzt werden, die das Plasma enthalt. Die Entfernung 
des Oxalats hat durch Dialyse der fertigen Schmidtschen Thrombinlésungen 
zu geschehen; diese Arbeitsweise ist vorteilhafter, da man weib, daB eiweib- 
arme Schmidtsche Thrombinlésungen sich unbeschadet ihrer Gerinnungs- 
aktivitét weit langere Zeit aufbewahren lassen als frisches Serum. 


Versuch 4. 


Von einem Pferde wird 2prom. Oxalatplasma sowie frisches Serum 
durch Auszentrifugieren des defibrinierten Blutes gewonnen. Dem Serum 
werden ebenfalls 2 Prom. Natriumoxalat zugesetzt. Sodann werden Plasma 
und Serum in vollig frischem Zustande mit Alkohol gefallt. Aufbewahrung 
unter Alkohol 6 Wochen. Die Produkte sollen wieder als Serum-Thrombin 
und Plasma-Thrombin bezeichnet werden. 

Je 0,06 g des EiweiBpulvers werden mit 6,0 com physiologischer NaCl- 
Lésung aufgenommen, lingere Zeit gut durchgeriihrt und sodann, ohne 
zu filtrieren, in Kollodiumhiilsen zwecks Entfernung des Oxalats 24 Stunden 
gegen mehrmals gewechselte physiologische NaCl-Lésung dialysiert. Danach 
erwiesen sich die Extrakte als oxalatfrei. Vor Verwendung der Lésungen 
wurde der unldésliche Riickstand natiirlich abfiltriert. Als Reagens auf 
Thrombin diente eine aus Pferdeoxalatplasma hergestellte Fibrinogenliésung. 

Je 0,6cem Fibrinogenlésung wurden mit 1,0cem Thrombinlésung 
versetzt. Doppelversuch: 

Serum-Thrombin: Nach 25 Minuten Beginn der Gerinnung, nach 
40 Minuten feste Erstarrung. 

Plasma-Thrombin: Nach 86 Stunden ist der Inhalt beider Gliser 
des Versuchs noch vollig fliissig, auch nach noch langerer Zeit ist eine 
eigentliche Gerinnung nicht zu bedbachten. 

Der ganze Versuch wurde darauf nochmals mit gleichem Erfolge 
wiederholt. 

Wie erwartet, war also tatsichlich bei dieser Art der Versuchsanordnung 
der Unterschied zwischen Serum und Plasma weit gréBer als bei der Versuchs- 
anordnung nach Versuch 3. 

Der folgende Versuch soll die Frage entscheiden, ob tatsiachlich die 
Beimengung von Oxalat zu einem frischen Serum imstande ist, dieses 
seiner Fahigkeit zur Lieferung Schmidtschen Thrombins zu _ berauben: 
Stuber gab ja an, daB sich aus einem Plasma Thrombin nur nach vorheriger 
Entfernung des Oxalats gewinnen lasse. 


Versuch 5. 


Je 0,06 g der auch in Versuch 4 verwendeten Thrombinpulver wurden 
mit 6,0cem physiologischer NaCl-Lésung lingere Zeit extrahiert, jedoch 
diesmal nicht dialysiert, sondern in oxalathaltigem Zustande verwendet. 
Als Reagens diente wieder eine Fibrinogenlésung. Je 0.5 cem Fibrinogen 
léisung wurden mit 0.8 cem Thrombinlésung versetzt. 
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Serum-Thrombin (oxalathaltig): Nach 14 Minuten Beginn der Ge- 
rinnung, nach 25 Minuten feste Erstarrung. 

Plasma- Thrombin (oxalathaltig): Nach 30 Stunden in beiden G] isern 
zarte Gerinnsel. 

Auch aus oxalathaltigem Serum lassen sich also sehr stark wirksame 
Thrombinlésungen nach A. Schmidt gewinnen, und man braucht daher 
das Oxalat iiberhaupt nicht zu entfernen, wenn man die enormen Unter- 
schiede des Thrombingehalts von Serum und Plasma demonstrieren will 
DaB sich das Oxalat bei den Stuberschen Versuchen zum Nachweis des 
Schmidtschen Thrombins im Plasma stérend bemerkbar machte, ist ein 
eklatanter Beweis dafiir, daB es sich hier eben nur um die Anwesenheit 
minimalster Mengen von Thrombin gehandelt hat. 


Versuche 6 und 7. 

Uber diese beiden Versuche sei der Kiirze halber summarisch berichtet 

Es wurde nochmals frisches Serum eines weiteren Pferdes nach Oxalat- 
zusatz mit einem Oxalatplasma desselben Tieres und frisches Serum eines 
Rindes nach Oxalatzusatz mit dem Oxalatplasma dieses Rindes auf seinen 
Gehalt an Schmidtschem Thrombin verglichen. Die Aufbewahrung unter 
Alkohol geschah diesmal nur 24 Stunden. Die Thrombinlésungen wurden, 
wie in Versuch 5, oxalathaltig verwendet. Doppelversuch: 

Pferdeserum-Thrombin: Nach 15 Minuten Erstarrung. 

-Pferdeplasma-Thrombin: Nach 12 Stunden Erstarrung. 

Rinderserum-Thrombin: Nach 10 Minuten Erstarrung. 

Rinderplasma-Thrombin: Nach 12 Stunden Erstarrung. 


C. Besprechung der Ergebnisse. 

Die Versuche sind simtlich vollstandig eindeutig ausgefallen. 

Sie zeigen, daB die Wirkungsstarke der Schmidtschen Thrombin- 
lésungen in unzweifelhafter Abhangigkeit steht von der Gerinnungs- 
aktivitat des zu ihrer Darstellung verwendeten Ausgangsmaterials. 
Stark gerinnungsaktives Serum liefert viel, schwach gerinnungsaktives 
Serum liefert wenig Schmidtsches Thrombin, und das spontan iiber- 
haupt nicht gerinnende Oxalatplasma liefert nur minimale Spuren 
dieser Substanz, wie sie auch Stuber und Lee gefunden haben. 

Meine Ergebnisse stehen also in schénster Ubereinstimmung mit 
dem Befunde Alexander Schmidts, daB frisches, direkt aus der Ader 
in Alkohol aufgefangenes Blut im Gegensatz zum Serum nur Spuren 
Thrombins liefert. Die Annahme Stubers, diese Beobachtung A.Schmidts 
erklire sich vielleicht dadurch, daB der Alkohol aus den Blutzellen 
gerinnungshemmende Stoffe frei mache, kann wegen des mit dem 
frischen Blute iibereinstimmenden Verhaltens des zellfreien Plasmas 
nicht aufrechterhalten werden. Der rein qualitative Nachweis von 
Thrombin im Plasma, wie ihn Stuber erbracht hat, ist fiir die Ent- 
scheidung unserer Frage bedeutungslos. Nur aus einer quantitativen 
Vergleichung, wie sie seinerzeit von A. Schmidt und in der vorliegenden 
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Arbeit vorgenommen wurde, kénnen irgendwelche Schliisse gezogen 
werden. 

Diese lauten, dali das Schmidtsche Thrombin kein biologisch 
hedeutungsloses Kunst prggukt ist Es ist vielmehr identisch mit jenem 
hiologisch duperst wichti@n, seiner Natur nach noch unbekannten Stoffe 
des Serums dem SePumthrombin . der sich zum weitaus gropten 
Teile erst nach dem Austritt des Blutes aus den GefaBen bildet und dadurch 
die Gerinnung herbeifihrt 

Es ist bisher kein einziger Befund bekannt. der sich nicht mit 
dieser klassischen Lehre A. Schmidts, des Entdeckers des Thrombins 


in Ubereinstimmung bringen liebe 


Zusammenfassung. 


Quantitativ vergleichende Thrombinbestimmungen zeigen, dal 
die Wirkungsstarke Schmidtscher Thrombinlésungen in unzweifel- 
hafter Abhangigkeit von der Gerinnungsaktivitat des zu ihrer Her- 
stellung verwendeten Ausgangsmaterials steht Insbesondere wird 
gezeigt, da} frisches Serum ein sehr wirksames Schmidtsches Thrombin 
liefert, wihrend sich aus einem Plasma desselben Tieres nur Spuren 
dieser Substanz gewinnen lassen Die Thrombinlehre Stubers muBb 
daher abgelehnt. die Lehre Alexander Schmidts als richtig angesehen 


werden. 











Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Blute. 


Ill. Mitteilung: 


Die Entstehung des Blutammoniaks. 


Von 
J. K. Parnas und M. Taubenhaus (Wien). 


[Aus de m medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwé6w Lemberg). ] 


(Eingegangen am 9. April 1925.) 


Mit 1 Abhildung im Text 
: ’ ; ‘ 
ie 

In den friiheren Mitteilungen!) wurde die Ammoniakbildung im 
Blute beschrieben und auch der Versuch gemacht, die Art der Mutter- 
substanz des Ammoniaks kennenzulernen. Es wurde gefunden, daB 
im Kaninchenblut, an welchem sich die Ammoniakbildung am besten 
studieren laBt, der Ammoniakbildung von 2 mg in 100g Blut keine 
merkliche Zunahme im Stickstoffgehalt des enteiweiliten Blutes ent- 
spricht., Ferner wurde sowohl am harnstoffreichen Kaninchenblut 
als auch am sehr harnstoffarmen Vogelblut festgestellt. daB der Harn- 
stoffgehalt waihrend der Ammoniakbildung keine Anderung erfahrt 
Da die Ammoniakbildung mit der EnteiweiBung des Blutes aufhért, 
beziehen wir sie auf die Einwirkung eines Ferments, das hauptsachlich 
in den roten Blutkérperchen konzentriert ist, auf eine nichtkolloide 
Muttersubstanz, die somit zu der Gruppe des ,,Reststickstoffs’* gehért. 

Diese Frage ist bereits friiher von A. Rohde bearbeitet worden). 
Die Verfasserin stellte am Hundeblut fest, daB im sterilen, mit Chloro- 
form oder Toluol aufbewahrten Blute auch bei 0° Ammoniakbildung 
stattfindet, dai im Dialysat aus dem strémenden Blute (nach Abels 
Vividiffusionsmethode) Ammoniak vorhanden ist, aber nicht im Dialysat 
entsteht, sondern nur aus dem Blute herausdiffundiert. Die Werte. welche 


1) Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 155, 247, 1925. 
2) Journ, of biol. Chem. 21, 325, 1915 
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A. Rohde fiir die Ammoniakbildung im Hundeblut angibt, sind von 
denjenigen weit entfernt, welche Parnas beobachten konnte. Sie 
findet nach 24 Stunden bei 0° und 3 Stunden bei Zimmertemperatur 
einen Ammoniakgehalt von 1,78 mg-Proz., wihrend nach Parnas die 
Ammoniakbildung im Hundeblut sehr langsam fortschreitet und der 
Gehalt nach 27 Stunden bei 17° nur 0.18 mg-Proz. betragt 

Die Versuche von A. Rohde werden in-dem Sinne gedeutet, dab 
das Blutammoniak aus den kolloiden Blutbestandteilen entsteht 
J. Feigl und W. Weise auBern sich dariiber folgendermaben!): 

,.Eine wichtige theoretische Frage haben wir zu erértern. Man 
bezeichnet das Ammoniak als Teilerscheinung des Gesamtreststickstoffs. 
Das ist, wie Alice Rohde fand, nur zum Teil richtig, da es auber Zweifel 
steht, daly Ammoniak teilweise auch an kolloide Komplexe gebunden 
ist und aus diesen langsam und in Spuren frei gemacht wird.” 

Die Frage, ob das Ammoniak im Blute aus nichtkolloiden oder 
kolloiden Bestandteilen entsteht, war fiir uns schon deshalb von be- 
sonderer Wichtigkeit, weil Versuche zur Ermittlung seiner Mutter- 
substanz nur im ersteren Falle Aussicht auf Erfolg haben kénnten 
Wir haben diese Frage in den folgenden Versuchen aufgenommen 

1. Es wurde in mehreren Versuchen der Stickstoffgehalt des 
enteiweibten Blutes vor und nach Ablauf der Ammoniakbildung 
bestimmt Das Ergebnis der mit aller Sorgfalt ausgefiihrten Be- 
stimmungen war dasselbe wie das von Parnas und Heller mitgeteilte ; 
der Ammoniakbildung entspricht im Kaninchenblut keine Erhéhung 
des Stickstoffs nichtkolloider Bestandteile?) 

2. Es wurde gepriift, ob waarend der Ammoniakbildung eiye 
Anderung in der Aminosadurenfraktion des Blutes stattfindet Auch 
hier wurde im Kaninchenblut keine Anderung beobachtet Somit 
scheint die Muttersubstanz des Ammoniaks, da Harnstoff und Amino- 
sauren entfallen, Harnsaiure und Kreatin aber nicht in Frage kommen 
zu der engeren Gruppe des unaufaeklarten Reststickstofjs zu gehdren 

3. Es wurde schlieBlich direkt gepriift, ob in der enteiweibten 
Blutfliissigkeit eine Substanz vorhanden ist, aus der Vollblut Ammoniak 
entwickeln kann. Das Ergebnis dieses Versuchs war vollstandig klat 
wenn wir das Filtrat aus dem enteiweibten Blute im Vakuum auf das 
urspriingliche Blutvolumen einengten und zu Proben frischen Blutes 
hinzufiigten, so entwickelten sich in diesen Blutproben bedeutend 


') Handb. d. biol. Arbeitsmeth., herausgegeben von Abderhalden, 
Abt. IV, Teil 4, 8S. 754, 1924. 

2) Im Vogelblut sind infolge des sehr hohen Stickstoffgehalts 
(80 mg-Proz. im Taubenblut) die Bedingungen fiir solche Versuche sehr 
ungiinstig. Doch wurde auch hier keine Erhéhung gefunden, wenn das 
Blut 48 Stunden bei 37° blieb. 
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grobere Ammoniakmengen, als in Proben desselben Blutes, die mit 
Kochsalzlésung auf das gleiche Volumen aufgefiillt worden sind 
Wir erinnern daran, dal der Zusatz von Harnstoff zum Blute die 
Ammoniakbildung nicht férdert, der Zusatz von Ammoniaksalzen 
die Ammoniakbildung nicht hemmt Die beobachteten Unterschiede 
beziehen sich nicht auf die Geschwindigkeit der Ammoniakhilduna, 
sondern auf den konstanten Endwert im sterilen Blute. 

Damit scheint uns der Nachweis gefiihrt zu sein, dafi die Mutter- 
substan: des Blutammoniaks zu den nichtkolloiden Bestandteilen des 
Blutes gehort. Es eréffnet sich damit auch die Aussicht auf die Auf- 
findung eines unbekannten Bestandteiles des Reststickstoffs, der mit 
etwa 2 mg-Proz. N vorlaufig als ammoniakbildende Substanz in Rech- 
nung zu stellen ist 

Die Fraktionierung des Stickstoffs des enteiweibten Blutes, die 
bis jetzt die Bestimmung von Harnstoff. Ammoniak, Harnsaure. 
Kreatin und Kreatinin und der Aminosiuren umfaBt, wire noch um 
die Bestimmung der ammoniakbildenden Substanz zu erweitern 
Die Methode dafiir ergibt sich aus folgendem: man bestimmt den 
Ammoniakstickstoff im frischen Blute und nachdem das Blut 24 Stunden 
lang bei 37° gestanden ist. Die Differenz ergibt den Stickstoff (genauer 
gesagt. den abspaltbaren Stickstoff) der ammoniakbildenden Substanz. 
Welche klinische und physiologische Bedeutung dieser Fraktion zu- 
kommen mag, laBt sich zunachst nicht voraussehen. 


Uber die Methoden der Blutentnahme und Behandlung, sowie 
liber die Ammoniakbestimmung im Blute ist gegeniiber den friiheren 
Mitteilungen nichts hinzuzufiigen. Die Ammoniakbestimmung wurde 
so ausgefiibrt, wie in der zweiten Mitteilung beschrieben worden ist; 
sie scheint in dieser Fassung keine Schwierigkeiten und keine Fehler- 
quellen mehr zu haben, und wir konnten uns auch iiberzeugen, dab 
sie auch fiir wenig Geiibte leicht zu erlernen ist. In einem Destillations- 
kolben sind Hunderte von Destillationen ausgefiihrt worden. 

Besondere Aufmerksamkeit haben wir der Methodik der Gesamt- 
stickstoffbestimmung im enteiweiBten Blute gewidmet. Es kam in unseren 
Versuchen darauf an, den Fehler méglichst einzuschranken, denn die 
Ammoniakbildung macht im ganzen nur 5 Proz. des Gesamtstickstoffs 
aus. Wir haben aus diesem Grunde auch die Frage nach der relativen 
Genauigkeit der kolorimetrischen und der maBanalytischen Stickstoff- 


bestimmung erneut gepriift. 

Trotz der hervorragenden Erfolge der kolorimetrischen und nephelo- 
metrischen Methoden, die besonders in der physiologischen Chemie ganz 
neue Arbeitsgebiete eréffnet haben, fehlt es immer noch nicht an 
Stimmen, welche eine diesen Methoden im Vergleich mit den gravi- 
metrischen und maBanalytischen anhaftende Mindergenauigkeit betonen. 
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Ein hervorragender Biochemiker spricht gelegentlich der Besprechung eines 
Buches von den _ ,,kolorimetrischen Methoden, welche augenblicklich 
besonders in Amerika so sehr beliebt sind, aber nur im Einzelfall zuver- 
lassige Ergebnisse gewiahrleisten“. In einer jiingsten Publikation von 
F. Holtz und W. H. Kullmann') &uBern sich die Autoren direkt wegwerfend 
iiber diese Methoden?). Und dabei hat doch die Anwendung der nephelo- 
metrischen Korrektur zu der gravimetrischen Silberbestimmung in den 
Atomgewichtsbestimmungen von Richards und seiner Schule die Exaktheit 
der Bestimmungen gegeniiber den rein gravimetrischen gesteigert ! 

Wer kolorimetrische Methoden verwendet und einige Erfahrung tuber 
deren Anwendung besitzt, wird den wegwerfenden Urteilen nicht  bei- 
stimmen. Kolorimetrische Methoden haben Fehlerquellen, wie sie gravi- 
metrische und maBanalytische Methoden auch haben; wie es Begleitstoffe 
gibt, welche die Fiarbung beeinflussen, so gibt es solche, welche mit in 
Niederschlage iibergehen, und ebenso, wie beim Fallen bestimmte Kon- 
zentrationen eingehalten werden miissen, damit der Niederschlag rein und 
vollstandig ausfallt, so miissen bestimmte Verdiinnungen eingehalten werden, 
damit die Proportionalitat zwischer, Konzentration und Farbtiefe bestehen 
bleibt. Die kolorimetrischen Methoden miissen nur ebenso sorgfaltig aus- 
gearbeitet und angewandt werden wie die gravimetrischen und mab- 
analytischen, und das Gebiet ihrer Anwendbarkeit muB genau bestimmt 
werden. 

Bei unseren Ammoniakbestimmungen werden in der Analyse Mengen 
von 0,001 bis 0,02 mg bestimmt, in den Bestimmungen des Reststickstoffs 
gegen 0,4mg. Welche Bestimmungsmethode war in diesem Gebiet anzu- 
wenden, die kolorimetrische oder die maBanalytische ? 

E. R. Allen und B.S. Davisson haben die Frage der Anwendbarkeit 
beider Methoden in einer sorgfaltigen kritischen und experimentellen 
Arbeit untersucht*). Das Resultat ist sehr interessant: wenn Ammoniak- 
mengen von etwa 0,1 mg N bestimmt werden, so ist die kolorimetrische 
Bestimmung etwas genauer ({d. h. ihr wahrscheinlicher Fehler ist ein wenig 
geringer) als bei dér maBanalytischen. Von Mengen von 0,5 mg N an- 
gefangen, ist dagegen die mafanalytische Methode viel genauer. Wir 
geben die Resultate von Allen und Davisson wieder. 


Tabelle I. 





Analytische Kolorimetrie (Ness/er) Mafanalyse (acidimetrisch) 

N-Menge wahrscheinl. Fehler Fehler wahrscheinl. Fehler Fehler 
mg mg Proz mg Proz 
0,20 0,0029 1,80 0,0022 2.06 
0.50 0.0107 2.10 0.0022 0,38 
1,00 1.0114 1,10 0.0035 0.38 


In unseren Versuchen wurden beide Methoden auf noch kleinere 
Stickstoffmengen angewandt. Bei der kolorimetrischen Bestimmung wurde 
im Wolffschen und in dem Buerkerschen Kolorimeter (der Firma Leitz, 
Wetzlar) kolorimetriert: titriert wurde aus einer Da/ffertschen Biirette 


1) Ber. tiber d. ges. Physiol. 10, 332, 1922. 
*) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, 266, 1925. 
3) Journ. of biol. Chem. 40, 183, 1919. 
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(mit geschlossenem Reservoir, Biirette in 4/9) cem geteilt, */;99 ccm ent- 
spricht etwa 1,5 mm Teilstrichentfernung) mit n/100 NaOH, mit neutraler 
Methylrotindikatorlésung. 

Es mag noch hinzugefiigt werden, daB der eine von uns (T7'aubenhaus) 
relativ farbenblind (deuteranop) ist. Es war interessant zu priifen, wie 
weit unter diesen Umstanden die Sicherheit der kolorimetrischen Ablesung 
reicht. 

Die Resultate seien kurz zusammengefaBt: Es wurden Ammoniak- 
mengen bestimmt, die je 1 cem einer m/10000, einer m/1000, einer m/ 100 
N H,-Lésung entsprechen. Diese Mengen waren in je 10 ccm Wasser gelést. 
Bei der Bestimmung von 0,001375 mg Ammoniak im Wol/fschen Kolori- 
meter gegen eine Standardlisung mit 0,002 mg N betragt beim farben- 
blinden Beobachter die maximale Abweichung vom Mittelwert aus zehn 
Beobachtungen 2,25 Proz. des Gesamtwertes, die mittlere Abweichung 
£ 1,56 Proz., die kleinste Abweichung 0,45 Proz. Diese Ammoniak- 
mengen mit n/100 NaOH zu titrieren, haben wir nicht versucht, fiir das 
Buerkersche Kolorimeter sind so farbschwache Lésungen nicht geeignet, 
da die Schichtdicke zu klein ist und die OkularvergréBerung des Feldes 
die Farbung abschwicht. Es mag also festgestellt werden, daB bei der 
von uns angewandten Methode der Ammoniakbestimmung mit dem 
Woljffschen Kolorimeter, in welchem die zu bestimmende Ammoniakmenge 
mit ihrer ganzen Menge zur Farbwirkung gelangt, auch bei dem farben- 
blinden Beobachter der wahrscheinliche Fehler!) der einzelnen kolori- 
metrischen Ablesung bei Mengen von 0,001 mg nicht mehr betrigt als 
+ 4,5 Proz. des Gesamtwertes *). 

Das Optimum der kolorimetrischen Ammoniakbestimmung mit dem 
Nesslerschen Reagens liegt bei Mengen, welche etwa 1 ccm einer n/1000 N H,- 
Lésung in 10 ccm enthalten. Bei der Bestimmung solecher Mengen las 
der farbentiichtige Beobachter im Buerkerschen Kolorimeter iiberhaupt 
stets die gleichen Schichtdicken ab: wenn z. B. als Standard eine Ammon- 
sulfatlésung mit 0,01 mg Stickstoff und 10mm Schichtdicke diente, so 
wurde sechsmal nacheinander 6,9 mm _ fiir die gemessene Ammoniak- 
lésung mit lL eem n/1000 NH, in 10 cem gefunden, was 0,0144 mg N ent- 
spricht. Hier zeigte also die kolorimetrische Ablesung iiberhaupt keine 
Streuung. Es dedingte aber die Verschiebung der Fliissigkeitsschicht 
um 0,1 mm, d. h. um 1 Proz. ihrer Héhe eine sehr deutliche Veranderung 
der Farbtiefe. Der farbenblinde Beobachter findet fiir dieselbe Lésung im 
Woljjschen Kolorimeter den mittleren Wert von 0,0144 mg N mit einer 
maximalen Abweichung von +1,04 Proz., einer mittleren Abweichung 
aus acht Bestimmungen von 0,6 Proz. Der wahrscheinliche Fehler der 
Einzelbestimmung ergibt sich hier (bei dem farbenblinden Beobachter) 
zu +0,8 Proz. des Gesamtwertes. 

Die maBanalytische Bestimmung derselben Ammoniakmengen mit 
n/100 H,SO, und Methylrot zeigte gréBere Abweichungen vom Mittelwert 


') Uber die Berechnung vgi. Allen und Davisson, |. ¢. 8S. 187— 139. 

*) W.H. Jansen aéuBert sich zur kolorimetrischen Phosphorsdure- 
bestimmung folgendermaBen: ,,Da die kolorimetrisch erreichten Werte 
von der subjektiv sehr variablen Farbenerkenntnis des Analytikers ab- 
hangig sind usw.‘‘ Wir sind der Ansicht, daB gute kolorimetrische Methoden, 
die auf Helligkeitswahrnehmung zuriickgehen, von den betonten Faktoren 
gar nicht so sehr abhangen. 


ete satin nai 
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als die kolorimetrische. Die maximale Abweichung betriagt beim farben- 
tiichtigen Beobachter + 1,25 Proz. 

Bei Stickstoffmengen von 0,1 mg in 10 ccm muB schon auf das Zehn- 
fache verdiinnt werden, um ohne Triibung die Farbe zu entwickeln; bei 
der Bestimmung in einem aliquoten Teile wird der Fehler multipliziert ; 
die kolorimetrische Bestimmung verliert von da an, wie Allen und Davisson 
mit Recht hervorheben, ihre Vorteile vor der maBanalytischen. 

Wir méchten noch in Ubereinstimmung mit Allen und Davisson be- 
tonen, daB die Destillation (in unseren Versuchen nach dem Verfahren von 
Parnas und Heller im Vakuumapparat ausgefiihrt) den Fehler der Titration 
oder der kolorimetrischen Bestimmung nicht vergréBert. 

In Konsequenz aus den obigen Erfahrungen haben wir fiir die Ammo- 
niakbestimmungen im Blute wie friiher ausschlieBlich die kolorimetrische 
Bestimmungsmethode mit dem Wolffschen Kolorimeter beibehalten ; 
der Stickstoff im enteiweiBten Blute wurde titriert und kolorimetriert. Es 
wurde so verfahren, daB 2 ccm Blut nach Folin und Wu enteiweibt wurden, 
dann wurden 5ccm des Filtrats mit Reagens von Folin') verbrannt®*), 
nach Parnas und Wagner destilliert und das Ammoniak in 5ccm einer 
n/100 Schwefelsiure aufgefangen. Dann wurde unter Zusatz einer so 
geringen Menge Methylrot (neutral nach Clark und Lubbs), daB die Lésung 
alkalisch kaum gelblich erscheint, mit 4/,9, NaOH titriert, unter genauer 
Einhaltung des lachsroten Umschlagpunktes. Die titrierte Lésung wurde 
dann auf 50 cem verdiinnt, mit dem Nesslerschen Reagens kurz vor der 
endgiiltigen Verdiinnung die Farbung entwickelt und im Woljfschen Kolori- 
meter gegen eine aihnlich konzentrierte Standardliésung (0,2 mg N) be- 
stimmt, der die gleiche Menge Methylrot und des Reagens zugesetzt 
worden sind, 


i st ratte a 


Das Ergebnis einiger Versuche iiber das Verhaltnis der Ammoniak- 
bildung zum Stickstoffgehalt des enteiweiBten Blutes ist in der Tabelle II 
zusammengefabt. 


Tabelle 11. 





Das Blut enthalt in 100g 
in der 1. Stunde nach 24 Stunden nach 48 Stunden 


NH g-N | N*) | N**))) NHgeN |) N®*) | N®*) |) NHgeN |) N*) N**) 





: mg mg mg mg mg mg mg mg mg 
1. Kaninchen co” 17° 0,20 409 409 194 418 41 262 41 40,95 
2 “ ‘ 17 0.47 37.4 — — 36.75 — — — —- 
3.Taube ... 17 — 83.8 — — 83 45 83 83.5 
4. Kaninchen Q 37 — — | § 3.64 — §29 — —_ — 
(stillend) sofort 
*) MaBanalytischn **) Kolorimetrisch 


1) 300 cem 85proz. H,P O,, 100 cem H,SQ,, 50 ccm CuSO, 6proz.; 
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt. 

2) Die Veraschung wird mit I cem des Reagens in Kélbchen nach 
Kjeldahl von 50 cem Inhalt ausgefiihrt. Wir setzen einige Splitter ,,Quarz 
porés nach Dennstedt** zur Verhinderung des StoBens hinzu und erreichen 
damit, daB StoBen und Verspritzen iiberhaupt nicht vorkommt. 
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Es ist aus diesen Daten zu ersehen, dab, wie friiher von Parnas und 
] 


Heller angegeben wurde, die Ammoniakentwicklung auf Kosten einer der 
nichtkolloiden Stickstoffverbindungen geschieht, da ihr keine Erhéhung 
des Stickstoffs im enteiweiBten Blute entspricht. 

Die Bestimmung des Aminosiurengehalts wurde nach der kolori- 
metrischen Methode von O. Folin ausgefiihrt. Dieselbe besteht bekannt- 
lich darin, daB in der auf eine bestimmte alkalische Reaktion gebrachten 
Aminosaurenlésung (py etwa 9) durch Naphthochinonsulfosaure eine 
orangegelbe Firbung entwickelt wird, die dann kolorimetrisch mit 
einer ahnlich behandelten Standardlésung von Glykokoll verglichen 
wird. 

Es wurde genau nach den Vorschriften von Folin gearbeitet; 
wir haben uns tiberzeugen kénnen, dah, wie dieser Forscher hervor- 
hebt, kleine Abweichungen von den von ihm ausgearbeiteten Vor- 
schriften zu paradoxen Resultaten fiihren. 

Als Standard diente Glykokoll ,,Kah/baum*, in dem der Stickstoff- 
gehalt kontrolliert und richtig befunden war. Der Vergleich wurde 
stets im Buerkerschen Kolorimeter ausgefiihrt. 

Bekanntlich reagiert das Naphthochinonreagens auch mit Ammoniak 
unter Entwicklung einer ahnlichen Farbung wie mit den Aminosiauren. 
Folin hatte dies schon festgestellt, aber mit Recht hervorgehoben, 
da der dadurch bedingte Fehler bei Aminosiurenbestimmungen im 
frischen Blute kaum in Frage kommt, da die Ammoniakmenge darin 
zu gering ist und die grobe Zahl und Verschiedenheit der Aminosauren 
die Reaktion ohnehin nicht streng spezifisch erscheinen laBt. Unsere 
Aufgabe war jedoch derart. dai der Ammoniakgehalt des Blutes gegen- 
iiber dem Aminosiurengehalt nicht vernachlassigt werden konnte; 
wir hatten etwa 8 mg Aminosiurenstickstoff ohne Ammoniak gegen 
6 mg mit 2mg NH,-N oder 8 mg mit 2 mg NH,-N zu unterscheiden. 
Wir haben spater die kolorimetriscae Aminosiurenbestimmung und 
Gegenwart von Ammoniak mit Hilfe des Buerkerschen Kolorimeters 
ausfiihren kénnen; bei den Untersuchungen. tiber die hier berichtet 
wird, wahlten wir folgendes Verfahren: 

Wenn Aminosiuren und Ammoniak in einer Lésung mit dem 
Naphthochinonreagens reagierten, dann setzt sich die entwickelte Far- 
bung, was Farbenton und Intensitat betrifft, additiv aus den Reaktions- 
produkten von Ammoniak und Aminosauren mit dem Chinon zu- 
sammen'). (Vgl. Anhang.) Wir bestimmen in dem sofort nach der 
Entnahme enteiweibten Blute den Aminosaéurengehalt ohne Ammoniak ; 
nachdem sich die Ammoniakbildung vollzogen hat, wird der Ammoniak- 


1) Journ. of biol. Chem. 52, 377, 1922; Laboratory Manual 1922, 
S. 259ff.; vgl. auch Feigl und Weise, Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. IV, 
Teil 4, S. 770. 
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gehalt wieder bestimmt. Wenn er z. B. 2 mg-Proz. betragt, der Amino- 
sauren-N 7 mg-Proz., dann werden folgende Standardlésungen hergestellt 
1. lcem Glykokoll (0,075 mg N) + 3cem Wasser 
*. i - (0,075 .. ..) +2 .. Ammoniak mit 0,02 mg 
N + lcem Wasser. 

IIl. 0,05 mg Glykokoll-N + 0,02 mg NH,-N + Wasser zu 4 ccm. 

Wenn nun die Naphthochinonreaktion in Blutproben vor und nach 
der Ammoniakentwicklung erzeugt wird, dann ist folgendes zu er- 
warten: 

1. Falls die Ammoniakentwicklung auf Kosten des Aminosiuren 
stickstoffs geschieht, dann muB die Schichthéhe in der ammoniak- 
haltigen Blutfliissigkeit, verglichen mit Standard III, der Schichthéhe 
der ammoniakfreien, verglichen mit Standard I, gleich sein 

2. Falls das Ammoniak aus Stoffen entsteht, die nicht mit den 
Aminosauren zusammen bestimmt werden, und sich in der Farben- 
entwickelung zu den Aminosiuren addiert, dann miibte die Schicht- 
dicke der ammoniakhaltigen Lésung gegeniiber Standard II die gleiche 
sein wie die Schichtdicke der ammoniakfreien gegen Standard | 

Wir fanden, da® das letztere in der Tat zutrifft. 


Versuch vom 13. Marz. 

Kaninchen oc; arterielles Blut; sofort nach der Entnahme nach Foli) 
und Wu enteiweibt. Im Filtrat 1 betragt der Aminosiuren-N-Gehalt 
9,5 mg-Proz. 

Das Blut wird bei 17° gehalten; nach 19 Stunden betrigt sein Ammo 
niakgehalt 1,94 mg-Proz.; eine Probe wird wieder enteiweiBt; Filtrat 2. 

Nach 48 Stunden betrigt der Ammoniakgehalt 2,6 mg-Proz. Es wird 
enteiweibt; Filtrat 3. Die Schichtdicke betrigt bei: 


Filtrat 1 gegen 10mm Standard I 7,87 mm (9 Ablesungen 
oa 2 és ~~ « . I 7,5 (5 
= Ss ¢ Be as - I! 6. . 0 "i 
‘ = _ - If] 6.4 ,, (6 ae ) 
‘ = oe <0 ~ I ae ze ) 
— es « a a eee os ) 
*” a, = WS o 4 Ge tt ete See a ee S ) 


~ 


Es sei noch bemerkt, daB der Farbenton beim Vergleich von 3 und 2 
mit II identisch, beim Vergleich mit III sehr verschieden ist. 


Versuch vom 23. April. 

Kaninchen, 2 (stillend). Blutentnahme, nach 10 Minuten enteiweiBt. 
Aminosauren-N: 8,6 mg-Proz. Bei 37° gehalten; nach 3 Stunden N H,-N- 
Gehalt: 1,39 mg-Proz; enteiweiBbt, Filtrat 2. Nach 24 Stunden Ammoniak-N: 
3,6 mg-Proz. EnteiweiBt, Filtrat 3. Standardlésungen I: 0,075 mg Gly- 
kokoll-N; II: 0,075 mg Glykokoll-N + 0,0067 NH ,-N; III: 0,075 mg 
Glykokoll-N + 0,02 mg NH,-N. 


Filtrat 1 gegen Standard IT .. . 8,7 mm (10 Ablesungen) 
a os ia Bivanw CE a ) 


Mew nw s OS, CG »” ) 
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Diese Ergebnisse sprechen dafiir, daB die Ammoniakabspaltung 
im Blute nicht auf Kosten von Aminosauren geschieht. Der Umstand., 
daB die Ammoniakentwicklung in den Blutkérperchen erfolgt, in 
welchen nach den Befunden von K. Rzetkowski sowie von Folin und 
Berglund die Aminosiuren des Blutes vorwiegend konzentriert sind, 
hat den Gedanken nahegelegt, da} zwischen dem Aminosaurengehalt 
und der Ammoniakbildung ein Zusammenhang bestehe; gegen eine 
Bildung durch Desaminierung der Aminosaiuren sprach wieder der 
anaerobe Charakter der Ammoniakabspaltung. Es muBte aber auch 
die Méglichkeit in Betracht gezogen werden, daB oxydierte Zwischen- 
produkte der Desaminierung in den Blutkérperchen transportiert 
werden, welche vielleicht bei der Formoltitration, die Rzetkowski an- 
wandte, oder der Naphthochinonsulfosaurereaktion der Aminoséuren 
nach Folin und Berglund mitbestimmt werden. Diese Vermutung fillt 
nun fort. 


Ill. 

Um direkt zu priifen, ob eine in Beriihrung mit den kolloiden 
Blutbestandteilen ammoniakabspaltende nichtkolloide Substanz im 
Blute vorhanden sei, wurde folgender Versuch gemacht: 

EKinem Kaninchen wurden 45ccm Blut aus der Vena jugularis 
entnommen und sofort nach Folin und Wu enteiweiBt. Das Filtrat 
(320 cem) wurde sofort im Vakuum bei einer Badtemperatur von 
38 bis 42° eingeengt: das Endvolumen betragt 30 ccm, die Reaktion 
wird auf pu 7.4 gebracht. Das enteiweiBbte Filtrat hat also an- 
nahernd das Volumen des ihm entsprechenden Vollblutes. 

Im Destillat, das bei der Einengung gesammelt wurde, befanden 
sich 0,03 mg Ammoniak-N ; das eingeengte Filtrat (F) enthalt 0,3 mg-Proz. 
Ammoniak-N. Es wird mit Toluol aufbewahrt. 

A. Im ersten Versuch priiften wir die Ammoniakabspaltbarkeit 
mittels liamolysierter Blutkérperchen, da wir befiirchteten, zu negativem 
Ergebnis zu gelangen, falls die Blutkérperchen fiir die ammoniak- 
abspaltende Substanz nicht permeabel sein sollten. 

Einem Kaninchen wurde Blut entnommen und Portionen von 
je 5 cem zentrifugiert ; das Plasma wurde abgehoben und die Kérperchen 
mit destilliertem Wasser auf das urspriingliche Blutvolumen unter 
Hamolyse aufgefiillt; dann wurde zu Probe I: 5cem_ physiologischer 
Kochsalzlésung (pu = 7,4), zu Probe II: 5ecem Filtrat (F) hinzu- 
gefiigt. Die Kochsalzlésung war mit Toluol gesattigt. Tempe- 
ratur 17°. 

Nach 16 Stunden enthalt: 


IT... . . 0,8mg-Proz. NH,-N (auf Vollblut bezogen) 
Ae«. « « « « LOmege-Fies. RAN { , ‘ ie ) 














N H,-Gehalt und Bildung im Blute. 307 


Die Proben werden in einen Brutschrank von 37° eingesetzt. Nach 
weiteren 24 Stunden enthilt: 
I... . 141 mg-Proz. NH,-N (auf Vollblut bezogen) 
tT... . 3,81 mg-Proz. N H,-N ee a x ) 


Mit dem gleichen Voiumen von NaCl und von (F) versetzte 
Plasmaproben zeigen nach 24 Stunden je 1,2 mg-Proz., nach 48 Stunden 
1,2 und 1,3 mg-Proz. Ammoniak (auf unverdiinntes Plasma bezogen). 

B. Es werden folgende Proben angesetzt: 

a) 5cem Blut zentrifugiert, Plasma abgehoben, mit Wasser 
auf 5.3cem, mit 0.9 NaCl auf 10 cem aufgefiillt: 
b) ebenso, nur statt mit NaCl mit Filtrat (F) auf 10 cem 
aufgefiillt : 
c) 5cem Blut mit 5ccem Filtrat (F) versetzt: 
d) 5cem Blut. 
NaCl-Lésung und Filtrat mit Toluol gesattigt, alle Proben mit 


einer Mischung von Paraffin mit Toluol bedeckt. 


Versuchstemperatur 37°. Nach 24 Stunden enthalt: 


a) . . . 1,78 mg-Proz. NH,-N (auf unverdiinntes Blut bezogen) 
Moa os ee 13 NH,-N (,, in - - ) 
oe « « + oe ‘ NH,-N (,, * - o ) 
Hi.«. ‘ NH;N (,, ” - i («CS 


Nach weiteren 24 Stunden erwies sich Probe c) nicht mehr steril. 
In den anderen Proben konnten in Ausstrichen!) keine Bakterien 
nachgewiesen werden. 

Es enthielten nach 43 Stunden: 


a) . . . 1,6mg-Proz. NH,-N (auf unverdiinntes Blut bezogen) 

Mm .s « £8 - NH,N (,, o = a 

C. In einer dritten Versuchsreihe wurden NaCl und Filtrat (F) 
zu genuinem Blute hinzugefiigt, da im vorhergehenden Versuch die 
Permeabilitat der Blutkérperchen fiir die Muttersubstanz des Ammoniaks 
erwiesen schien. In dieser Versuchsreihe wurde mit allen Kautelen 
fiir die Sterilitit gesorgt, die Blutproben erwiesen sich auch nach 
24 Stunden bei 37° bakterienfrei, auch der weitere Verlauf des Ver- 
suchs bewies dies. 


Versuchstemperatur 37°, keine Paraffinbedeckung: 


Probe a)... . 2cem Blut 2ecem NaCl 
b) 2 2 ,, Filtrat (F) 
c) 2 2 (F) 
| Fee 2 (F) (gekocht). 


1) Fiir die Ausfiihrung der bakteriologischen Kontrollen sind wir 
Herrn Prof. Dr. Steusing zu Dank verpflichtet. 


Biochemische Zeitschrift Band 159. 2] 





308 J. K. Parnas u. M. Taubenhaus: 
Die NaCl-Lésung und Filtrat (F) sind mit Toluol gesattigt. 


Nach 24 Stunden enthalt: 


Probe a . . 2,04 mg-Proz. N H,-N (auf unverdiinntes Blut berechnet ) 
b.. 285 = NH,-N ( ,, ‘i i ie ) 
o: « OM oe NH,-N ( ,, a 7 a ) 
d . 2,91 on NH,-N ) 


Nach 47 Stunden enthalt: 


Probe a . . 2,08 mg-Proz. N H,-N (auf unverdiinntes Blut berechnet ) 
. i « ae = NH,-N ( ., o i ) 
@..« ae ee N H,-N ( ,, pe a r ) 
@.. a8 - NH;-N ( ,, - és a 


In dem autbewahrten Filtrat (F) blieb der Ammoniakgehalt un- 
verandert 0,3 mg-Proz., durch kurzes Kochen stieg er auf 0,45 mg-Proz. 
Es wurde folglich in den Versuchen, in welchen Filtrat (F) zugesetzt 
wurde, 0,15 mg-Proz. bzw. in Versuch C, d) 0,22 mg-Proz. praformiertes 

Ammoniak hinzugefiigt. 
ot Der Verlauf dieser Ver- 
9% |Niy-W B suche, besonders der des 

9} i fT} 


e + 


ganz klaren Versuchs C 
(vgl. Abb. 1) zeigt anfs 





A | deutlichste, da im ent- 
‘) ] ~ | eiweiften Blute eine Sub- 
| . 
stanz vorhanden ist. welche 
| | . d 
im Blute Ammoniak ab- 
7\ ™ ” _— 
spaltet. 
: 
; Zusammenfassung. 
ea. * Es wird nachgewiesen, 
Abb. 1. daB die Ammoniakabspal- 
Ordinaten: mg NH,—N in 100 com unverdunntem Blut. - 6 a Ds pe 
Abszissen: Zeit. A: Blut mit 0,9 Proz. NaCl; B: das- tung im Blute nicht auf 
selbe mit Filtrat F. Vgl. Versuch C. » , 
. ; Kosten der kolloiden Be- 


standteile erfolgt. 
Es wird nachgewiesen, da der Stickstoff der Aminosauren nicht 
die Quelle des im Blute entstehenden Ammoniaks ist. 
Es wird nachgewiesen, dai im enteiweiBten Blute eine Substanz 
vorhanden ist, welche vom Blute zu Ammoniak zersetzt wird. 


Es werden die Fehlergrenzen der kolorimetrischen Bestimmung 
kleiner Ammoniakmengen erértert und ein Weg zur kolorimetrischen 
Bestimmung von Aminosauren in Gegenwart von Ammoniak angegeben. 
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Anhang. 


Cher die kolorimetrische Bestimmung der Aminosiuren in Gegenwart 
von Ammoniak. 

Es wurden die Schwierigkeiten der Bestimmung von Aminosauren 
in Gegenwart von Ammoniak erwahnt und ein Weg beschrieben, um 
unter Anwendung einer Reihe von Standardlésungen den Amino- 
siure-N-Gehalt zu ermitteln. Es gelingt indessen, den Aminosauren-N 
nach dem Folinschen kolorimetrischen Verfahren in kleinen Blut- 
mengen zu bestimmen, wenn man das neue Kolorimeter nach Buerker 
der Firma Leitz!) verwendet und von seinen besonderen Einrichtungen 
Nutzen zieht. 

Wir haben dieses ausgezeichnete Instrument zu_ verschiedenen 
kolorimetrischen Arbeiten verwendet und finden, daB es mit seiner 
bequemen und praktischen Konstruktion, der ausgezeichneten Optik 
und dem Grundprinzip der symmetrischen Strahlenfiihrung das héchste 
Lob verdient. Es ist bis in das kleinste Detail iiberaus praktisch 
durchkonstruiert und erlaubt ein schnelles Arbeiten, wenn man eine 
entsprechende Zahl der Trégchen fiir Standardlésungen verwendet. 

Es wird bekanntlich von den Erzeugern hauptsachlich fiir Blut- 
farbstoffmessungen ausgestattet und empfohlen. Wir finden es fiir 
alle kolorimetrischen Arbeiten des biochemischen Laboratoriums den 
besten Instrumenten gleichwertig oder itiberlegen. Nur bei duBerst 
farbschwachen Lésungen, wie z. B. bei der Bestimmung von Ammoniak 
in Mengen der GréBenordnung von 0,001 mg NH,-N in 10 ccm, versagt 
es; solche Mengen sind auch in den anderen Prazisionskolorimetern 
nicht bestimmbar, und nur die Hehnerschen Mensuren, bzw. das 
Wolffsche Kolorimeter, sind fiir solche Bestimmungen verwendbar. 

Wenn man vor der Aminosaurenbestimmung nach Folin das 
stérende Ammoniak durch einen Luftstrom vertreiben will, so andeft 
man dadurch den Salzgehalt und die Alkalinitat der Lésung, und man 
erhailt dann paradoxe Resultate fiir den Aminosiurenstickstoff. Wir 
versuchten nun folgendes Verfahren: man bestimmt den Ammoniak- 
gehalt der Aminosaurenlésung*) und stellt dann eine solche Standard- 
lésung der Aminosauren her, welche auBer den Aminosauren die gleiche 
Ammoniakmenge enthalt wie die untersuchte; dann eine zweite, mit 
dem gleichen Ammoniakgehalt, aber ohne Aminosiuren. In der unter- 
suchten Lésung, dem Aminosiuren-Ammoniakstandard und in dem 


1) Zeitschr. f. angew. Chem., Jahrg. 36, 8. 427, 1923; Arch. f. d. ges. 
Physiol. 208, 1924. 

2) Nach dem gewéhnlichen Verfahren durch Ubertreibung im Luft- 
strom in der enteiweiBten Blutfliissigkeit oder nach Parnas und Heller 


(1. e.). 


ae | * 
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Ammoniakstandard erzeugt man dann die Farbung. Die Fliissigkeiten 
werden folgendermaBen im Kolorimeter verteilt: Konstante 10 mm- 
Schicht: Variable Schicht (rechts und links gleich hoch); rechts Amino- 
siuren-Ammoniakstandard, Ammoniakstandard; links: Ammoniak- 
standard, untersuchte Lésung. 

Bei dieser Anordnung wird also von beiden Seiten die gleiche 
Menge der durch Ammoniak verursachten Farbung wirken, und die 
durch Aminosauren verursachte Farbung ist direkt meBbar. 

Der additive Charakter der beiden Farbkomponenten und die 
kolorimetrische Me®Bbarkeit der Aminosauren ergibt sich aus folgenden 


Versuchen: 


Standard I: leem Glykokoll mit 0,075 g¢ N + 3cem Ammoniak 
mit je 0,002 mg N + 5cem H,O. 

Standard Il: 3cem Ammoniak wie in I + 6 cem Wasser. 

Standard III: 0,5ecem Glykokoll wie in I + 3cem Ammoniak wie 
in I + 5,5 eem Wasser. 

Standard IV: 2cem Glykokoll wie in I + 3cem Ammoniak wie in I 


teem Wasser. 
Naphthochinonsulfosaurereaktion nach Folin, alle Proben zu 35cem 


verdiinnt. Im Kolorimeter: 





Rechts Links 
10mm-Schicht .... I i] 
Variable Schicht ... I] I bzw. IT bzw. ITI 


Wenn II mitI verglichen wird, so wird bei véllig gleichem Farbenton 
genau 10mm abgelesen; wird III gegen I verglichen, so wird genau 
20 mm abgelesen; IV gegen I ergibt genau 5mm. Die Farbténe sind 
immer genau gleich. 

Wahrscheinlich werden kolorimetrische Aufgaben von dem Typus 
der hier beschriebenen auch in anderen Fallen mittels des Buerkerschen 


Kolorimeters zu lésen sein. 

















Die Flockung des kolloidalen Goldes durch EiweiGkorper. 


Von 
Hans Adolf Krebs. 


(Aus der II]. medizinischen Klinik der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 10, April 1925.) 


Die vorliegenden Untersuchungen gingen aus der Beschaftigung 
mit der Goldsolreaktion im Liquor cerebrospinalis hervor. Sie stellen 
einen Beitrag dar zur physikalisch-chemichen Analyse der Flockungs- 
reaktionen zwischen kolloidalem Gold und EiweiBkérpern. Uber diese 
spezielle Frage hinaus sind die Ergebnisse von Interesse auch fiir einige 
allgemein physiko-chemische Probleme, insbesondere fiir das Phinomen 
der ,,unregelmaBigen Reihen*’. Weiterhin sind sie wesentlich fiir das 
theoretische Verstandnis der .,Goldsolreaktion’’ und der anderen 
sogenannten ,,Kolloidreaktionen* im Liquor cerebrospinalis. 

Bisher haben sich mit den hier zu erérternden Erscheinungen 
besonders Zsigmondy (1 bis 4) und seine Schiiler befaBt. Ferner sind 
diese Fragen im Zusammenhang mit der Goldsolreaktion in einer 
Reihe von Arbeiten studiert worden. Wir méchten aber aus Zweck- 
maBigkeitsgriinden auf diese Untersuchungen obgleich sie natiirlich 
sehr wichtig sind nicht vor unseren eigenen experimentellen Be- 
funden, sondern erst im Zusammenhang mit diesen zu sprechen kommen. 

Ausgangspunkt fiir unsere Untersuchungen waren einige mehr 
oder weniger Zufallsbeobachtungen gelegentlich der Ausfiihrung der 
Goldsolreaktion. Die eine davon war die Feststellung, da die Fallung 
des Goldes durch EiweiB in hohem Grade von der H-lonenkonzentration 
des Mediums abhingig ist (was iibrigens schon friiheren Autoren bekannt 
war). Dies gab den AnlaB dazu, die Bedeutung der H-lonenkonzentration 
systematisch zu verfolgen. Eine zweite war die Auffindung einer neuen 
Methode der Goldsolherstellung. Uber dieses bereits kurz veréffent- 
lichte Verfahren (5) habe ich inzwischen einige neue eigenartige Er- 
fahrungen gemacht, die ich hier vor der Behandlung des eigentlichen 


Themas zuniachst mitteilen méchte. 
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Zur Herstellung der Goldsole. 

Das Verfahren besteht in folgendem: 200cem doppeltdestillierten 
Wassers werden im Jenaer Becherglas mit lecem 5proz. Traubenzucker- 
lisung (oder 3proz. Formalinlésung) und 2 bis 6cem Iproz. Pottasche- 
lisung erhitzt. Beim Sieden fiigt man langsam tropfenweise 3 ccm einer 
|proz. Goldchloridlésung hinzu. Die einfallenden Tropfen werden nach 
wenigen Sekunden zu einem klaren rubinroten Goldsol reduziert. 

Das Eigenartige an dieser Methode ist der Umstand, da8 man bei ihr 
die Pottaschemenge innerhalb erheblicher Grenzen variieren darf, da® 
also die Darstellungsméglichkeit rubinroter Sole weitgehend unabhangig 
von der Reaktion des Mediums ist; nimmt doch mit jedem Tropfen Gold- 
ehlorid die Alkaleszenz ab. Bei den allermeisten bisherigen Methoden, 
soweit ich sie iibersehe, wird gerade die Bedeutung der neutralen Reaktion 
im Moment der Reduktion des Goldchlorids immer wieder betont. 

Ferner gelingt es, nach diesem Verfahren sehr konzentrierte Goldsole 
herzustellen, indem man z. B. 200 cem Wasser mit 2 ccm Pottasche (1 proz.) 
und lLeem 5proz. Traubenzuckerlésung erhitzt, 2cem des Goldchlorids 
dann hinzufiigt und nach der Reduktion erneut 2cem Pottaschelésung 
und leem Traubenzucker zugibt, danach wiederum 2¢cem Goldchlorid 
eintropfen laBt und diese Prozedur mehrmals wiederholt. So lassen sich 
leicht tiefrubin- bis purpurrote Goldsole herstellen, deren Gehalt an Gold 
im Liter 0,6 g Goldchlorid (Aurum echloratum crystallisatum flavum Merck) 
entspricht. 

Eigentiimlich ist weiter an dem Verfahren noch, daB haufig die Farbe 
des Goldsols nach dem Eintropfen des Goldchlorids zunachst dunkelblaurot 
ist, sich aber nach einigen Sekunden oder Minuten spontan zu reinem 
Rubinrot (ohne jeden blaulichen Farbton) aufhellt. Die Goldsole mit 
wenig Pottaschegehalt reagieren sauer gegen Lackmus und sind sehr emp- 
findlich fiir die Flockung durch Elektrolyte und EiweiBkérper. Mit zu- 
nehmender Pottaschemenge nimmt die Koagulierbarkeit ab. 

Nach meiner Vorschrift stellte ich iiber ein halbes Jahr lang Goldsole 
zu liquordiagnostischen und Versuchszwecken her, bis sie eines Tages 
plitzlich versagte. Ohne daB ich mir einer Anderung in der Technik bewuBt 
gewesen ware, wurden die Goldsole stets triibe und blau. AuBerdem trat 
die Reduktion sehr verzégert auf. Erst nach wochenlangem Bemiihen 
ist es mir gelungen, des Ratsels Lésung zu finden. Es stellte sich heraus, 
daB mein Verfahren nur dann gelingt. wenn in meiner Destillationsanlage, 
in der das doppeltdestillierte Wasser hergestellt wurde, das Verbindungs- 
rohr zwischen Destillierkolben und Liebigkiihler mit Gummistopfen ein- 
gefiigt war. Ich hatte zu jenem Zeitpunkt, als die Methode plétzlich mib- 
lang, jene durch Kork ersetzt, wie mir nachtraglich in Erinnerung kam. 
Durch die Gummistopfen gelangen in das doppeltdestillierte Wasser Ver 
unreinigungen, an deren Gegenwart das Gelingen meines Verfahrens ge- 
bunden ist. Ich kann iiber die Natur dieser Verunreinigungen nichts 
Genaueres aussagen. Da’ sie wirklich existieren, geht wohl daraus hervor, 
daB das Experiment des Korkwechsels wiederholt immer zu dem gleichen 
Resultat fiihrte. Ferner weist auch das Gummiwasser stets einen schwachen 
eigenartigen Geruch nach Gummi oder Kautschuk auf und ist in dickerer 
Schicht etwas opaleszent. Letzteres deutet vielleicht auf die kolloide 
Natur der fraglichen Substanzen hin. Das Korkwasser ist dagegen absolut 


klar und geruchlos. 
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In den Versuchen dieser Arbeit wurden die Goldsole stets nach obigem 
Verfahren hergestellt. 


Die Fallung von Goldsolen verschiedener Aciditat durch Blutserum. 


Die erste Versuchsreihe betrifft die Flockung von Goldsolen ver- 
schiedener Aciditat durch Blutserum. Wie bereits oben erwahnt, 
veranlabten mich zu diesen Experimenten. Beobachtungen itiber die 
Bedeutung der Goldsolaciditat bei der Goldsolreaktion im Liquor, 
iiber die ich an anderer Stelle bereits berichtet habe (5) 


Die Versuchsanordnung war der Goldsolreaktion im Liquor nachge 
bildet. Gleiche Mengen Goldsol wurden zusammengebracht mit in geo- 
metrischer Reihe abnehmenden Serummengen (24 Reagenzglaser) in der 
Weise, daB zuerst in Glas 2 bis 24 je 0,5 cem destilliertes Wasser hinein- 
pipettiert wurden; in das erste und zweite Réhrehen kamen je 0,5 cem 
Blutserum (von einem Aderla®B bei einem Uriamiekranken herriihrend). 
Dann wurden aus dem zweiten Glase 0,5cem ins dritte pipettiert, mit 
dem Wasser vermischt, dann 0,5 cem aus dem dritten in das vierte hintiber- 
pipet.iert usw. Es resultiert eine Reihe, in der die Serumkonzentration 
in geometrischer Progression mit dem Quotienten 4% abnimmt (1, ‘6, 
1, ... 1: 8,3 Millionen). In jedem Réhrchen befindet sich 4% cem der 
Serumverdiinnung. Dazu kommen je 2,5cem Goldsol. Es wurden sechs 
Goldsole verschiedener Aciditét verwendet. Zur Charakterisierung der 
Aciditaét muB ich mich auf die Angabe des Pottaschegehaltes beschranken, 
da mir eine Gaskette zur Messung des pg in unserem klinischen Labo- 
ratorium nicht zur Verfiigung stand, und da die Titration der Goldsole zu 
ungenaue Werte ergibt. Es enthielt: 


Goldsol 1 2 cem Pottasche 
2 . “a 
; ae os ws 
4 3,2 
5 3.6 
6 4.0 


auf je 200 cem Wasser, 3cem lL proz. Goldchlorids, | cem 5proz. Tzauben- 
zuckerlésung. Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle I zusammen- 
gestellt. 

Es ergeben sich aus diesen Versuchen zunachst folgende Tatsachen. 

1. Nur starker saure Goldsole (wenig Pottaschegehalt) werden 
durch Blutserum geflockt, nicht dagegen alkalische (was iibrigens 
nicht neuartig ist. Zsigmondy u.a.) 

2. Bei héherer Aciditat des Goldsols (Goldsol 1 des Versuchs) 


treten (in der gewahlten Versuchsanordnung) zwei Ausflockungszonen 
auf. Zone | liegt im Gebiet der héchsten Serumkonzentration, Zone 2 
bei sehr geringer. Beide zeigen ein ganz verschiedenes Bild. Hier bedarf 
die folgende Tabelle noch einiger erganzender Bemerkungen iiber Ver- 
suchsbeobachtungen. die sich tabellarisch nicht einfiigen lieben 
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In Zone 1 beobachtet man im Beginn der Flockung zunichst cine 
Opaleszenz, die bald zu einer Triibung zunimmt. Die Triibung wird 
immer massiger, ohne daB sich die rote Farbe der Lésung merklich 
anderte. Im Verlauf einiger Stunden setzt sich in der Reagenzglas- 
kuppe ein reichlicher rot oder rotviolett gefarbter Niederschlag ab. 
Die dariiberstehende Schicht ist im durchfallenden Licht entweder 
wasserklar oder, bei unvollkommener Floekung, rosa _ gefiarbt; bei 
auffallender Beleuchtung opalesziert sie zuweilen eine Spur. Der 
Bodensatz laBt sich leicht zu einer triiben schmutzig roten oder blan- 
roten Suspension aufschiitteln. Gibt man zu dieser Aufschwemmung 
geringe Mengen Alkali, z. B. 1 Tropfen n/10 NaOH, so erhalt man so- 
fort eine klare, rubinrote, vollkommen stabile Lésung (Peptisation). 
Genau dasselbe laBt sich mit Saure (1 Tropfen n/10 HCl) erzielen, 
ebenso mit Neutralsalz in gréBerer Menge (z. B. 0.5cem n NaC). 
Die Flockung ist also vollstandig reversibel, auch eine Verfairbung 
des Goldes zu violett geht zu rubinrot zuriick. 

Die iiberstehende Fliissigkeit gibt bei Halbsattigung mit Ammon- 
sulfat eine schwache Triibung. 10proz. Sulfosalicylsiure oder 33 proz. 
Trichloressigsiure bewirkt sehr starke Fallung. Die Lésung enthalt 
also noch Eiweibkérper, und zwar, wie aus dem Mibverhaltnis der 
Starke der Ammonsulfat- und Sulfosalicylsaure- bzw. Trichloressig- 
saurefallung hervorgeht, offenbar mehr Albumine als Globuline. 

Ganz im Gegensatz zu diesen Eigentiimlichkeiten der Zone | 
steht in der zweiten Zone die bekannte Farbveranderung des Goldes 
von rot iiber violett, blau, hellblau und das Absetzen der blauen Partikel 
zu einem sparlichen Niederschlag ganz im Vordergrund der Erscheinung. 
Bei der Verfirbung ist im auffallenden Licht zwar auch eine geringe 
Opaleszenz zu beobachten. Eine einmal erfolgte totale Flockung ist 
vollkommen irreversibel. Der Bodensatz laBt sich nur zu einer groben, 
blaBblauen Suspension aufschiitteln, ist aber durch keine der obigen 
Reagenzien peptisierbar. Eine unvollkommene Flockung (Verfairbung 
nur bis zu violett oder blau, z. B. Glas 15, Goldsol 1) geht allerdings 
bei Zusatz von NaOH manchmal eine Spur zuriick. Der Farbton 
nihert sich etwas dem urspriinglichen Rot. 

Die beiden Zonen zeigen ferner ein verschiedenes Verhalten bei 
Anderung der Goldsolaciditat. Zone 1 wird breiter und riickt in das 
Gebiet geringerer Serumkonzentration. Dabei tritt, je weiter diese 
Verschiebung geht, neben der Triibung eine Veranderung der Farbe 
in Erscheinung (Blaufarbung). Zone 2 dagegen riickt umgekehrt ein 
wenig in das Gebiet héherer Serumkonzentrationen. Mit weiterer 
Zunahme der Alkaleszenz (Goldsol 4) vereinigen sich, namentlich durch 
Verschiebung der ersten Zone, beide Zonen zu einem gemeinsamen 
breiten Flockungsbereich, innerhalb dessen die beiden oben ausein- 
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andergehaltenen Flockungsformen flieBend ineinander iibergehen. 
Triibung + Farbveranderung treten gleichzeitig auf. Die Rever- 
sibilitat durch Saure, Alkali, und Neutralsalzzusatz nimmt ab, je 
geringer die Serumkonzentration ist. Sie wird zuerst unvollkommen, 
schlieBlich gleich Null. 

In diesem Flockungsgebiet (z. B. bei Goldsol 4) kann man sehr 
schén die von Zsigmondy (2) zuerst am Caseingold beschriebenen 
Indikatorreaktionen des Goldes beobachten. Die Blaufarbung des 
Goldes ist durch Zugabe von Alkali prompt in reines Rubinrot zuriick- 
zuverwandeln. Unter giinstigen Bedingungen kann man das gleiche 
auch durch Saure erreichen. Nicht so prompt ist der Umschlag zuriick 
zum Blau, wenn man die Alkali- bzw. Saiurewirkung durch eine aqui- 
valente Saure- bzw. Alkalimenge aufhebt. Es dauert dann gewéhnlich 
mindestens einige Minuten, bis die reine blaue Farbe wieder erreicht ist. 


Die Flockung des kolloidalen Goldes durch Casein und Gelatine. 

In entsprechender Versuchsanordnung wie in den vorhergehenden 
Versuchen wurde die Fallung des Goldes durch einige reine EiweiBkérper 
untersucht. Beim Casein waren die Resultate denen beim Blutserum voll- 
kommen analog. Es traten ebenfalls die zwei Flockungszonen mit den 
beschriebenen Eigentiimlichkeiten auf. Ich benutzte Casein (Kahlbaum) 
in 2proz. Lésung in 0,05n NaOH, von der ausgehend die Verdiinnungen 
hergestellt wurden. Auf eine genauere Wiedergabe der Protokolle glaube 
ich verzichten zu kénnen, da die Versuche prinzipiell mit den mitgeteilten 
Blutserumuntersuchungen vollkommen itibereinstimmten. 

Dagegen tritt bei Verwendung von Gelatine [5proz. Gelatine des 
Handels mit Natronlauge neutralisert (py 7,0) als Ausgangslésung] nur 
die zweite Flockungszone auf. Sie liegt bei etwa gleicher EiweiBkonzen- 
tration wie beim Serum und Casein (entsprechend der Feststellung 
Zsiqmondys, daB die ,,;Umschlagszahlen** der verschiedenen Eiweiikérper 
von gleicher GréBenordnung sind). 


Die beiden verschiedenen Flockungstypen bei der Fallung des 
Goldes durch Eiweibstoffe sind. soweit ich sehe, bisher noch nicht in 
dieser Weise beschrieben worden. Doch kennt man, worauf hier nur 
kurz verwiesen sei, Analoga zu den beiden Flockungstypen bei der 
Flockung des Goldes durch andere Kolloide. So entspricht die Zone | 
den Beobachtungen bei der Flockung des Goldes durch kolloidale 
Metallhydroxyde, z. B. durch Zinnsiure (Cassiusscher Purpur), durch 
Tonerdegel usw., Zone 2 den Erscheinungen der ,,Umschlagszahlen* 


[Zsigmondy, Gann (3)}. 


Die Theorie der Flockung des Goldes durch Eiweibkorper. 


Es unterliegt wohl keinem Zweifel, daB es sich bei den zwei Zonen, 
wie sie am reinsten bei Goldsol 1 zu beobachten waren, um zwei ver- 


schiedenartige Vorginge handeln muB. Das ergibt sich aus der 














Flockung des kolloidalen Goldes durch EiweiBkoérper. 317 


differenten Erscheinungsweise der Fiockungen (einmal mit der Triibung, 
das andere Mal mit der Farbveranderung im Vordergrund) fiir den- 
jenigen, der diese Versuche gesehen hat. vielleicht noch selbstverstind- 
licher, als es nach der bloBen Beschreibung in den vorhergehenden 
Seiten erscheinen mag. 

Beschaftigen wir uns zunachst mit Zone 1. Die hier hervortretende 
Triibung und grobe Fallung legt den Gedanken nahe, daB es sich hier 
in erster Linie um die Ausflockung eines EiweiBkérpers handelt. In 
der Tat zeigten die daraufhin angestellten Versuche und Uberlegungen 
daB dies zutrifft, und wir kamen schlieBlich — um das Ergebnis vor 
wegzunehmen zu der Uberzeugung, daB das Wesentliche bei den 
Flockungsvorgangen der Zone 1 die Ausfallung der Globuline in ihrem 
isoelektrischen py-Bereich ist. Das kolloidale Gold ist, wie wir nach 
Zsigmondy annehmen miissen, adsorptiv an die Eiweibkérper gebunden 
und macht infolgedessen die Reaktionen des EiweiBes mit, wird also 
bei der Fallung des Globulins mit niedergerissen (dariiber spater aus- 
fiihrlicher). 

Zu dieser Auffassung fiihrten uns folgende Versuche und Er- 
wigungen. Wenn Zone | durch eine Fillung des Globulins im iso- 
elektrischen Punkte mitbedingt ware, so hieBe das, daB wir in dem 
sauren Goldsol als wesentlichstes fiir die Flockung die Sdure, nicht die 
Goldmizellen betrachten. Infolgedessen miiBte man eine der ersten 
Zone entsprechende Flockung beobachten, wenn man in unserer Ver- 
suchsanordnung zur Fallung des Serums an Stelle des sauren Goldsols 
eine verdiinnte Saiure nimmt. Dies ist auch nach der folgenden Ver- 
suchsreihe wirklich der Fall. 

Es wurden Serumverdiinnungen in gleicher Weise wie im ersten Versuch 
hergestellt, so daB zehn Réhrechen mit je 0,5cem Serumverdiinnung er 
halten wurden. Jedem wurden (entsprechend dem Goldsol im frij;heren 
Versuch) 2,5cem Salzséure verschiedener Konzentration zugesetzt (HC! 
Konzentration in Versuch an /500, in Versuch b n ‘2000, in Versuch ec n /8000) 
Die Ergebnisse sind in den Tabellen IT bis IV zusammengestellt. 

§Bei diesen Salzsiurefaillungsversuchen sind die Beobachtungen ganz 
analog denen bei der Flockung durch saure Goldsole. Die Fallung der 
absteigenden Serummengen mit HC! erreicht ihr Maximum nicht immer 
bei der stirksten Serumkonzentration, sondern, je geringer die Konzen- 
tration der benutzten HC! ist, bei desto stirkerer Serumverdiinnung liegt 
das Maximum. AuBerdem ist die Fallungszone im ganzen bei geringerer 
HC1]-Konzentration breiter als bei héherer. Dieses Verhalten erklirt sich 
ungezwungen, wenn wir annehmen, daB die Ausflockung durch die Un- 
léslichkeit der Globuline im isoelektrischen Punkt bedingt ist. Bekanntlich 
ist die Reaktion des Serums schwach alkalisch. Bei der Vermengung von 
absteigenden Serummengen mit HCl oder sauren Goldsolen muB die 
Aciditét mit abnehmender Serumkonzentration natiirlich zunehmen, 
indem der neutralisierende EinfluB des alkalischen Serums auf die Saure 
immer geringer wird. Diese Zunahme erfolgt naturgemaéB um so langsamer, 
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Tahe lle Tl. 
Flockung von Blutserum durch n/500 HCl. 
Glas Serums Ablesung nach Ablesung nach Ablesung nach 
Nr. verdunnung 1 Minute 2 Stunden 24 Stunden 
l l Triibung grobe Flocken, Opaleszenz, grob- 
sich absetzend — flockiger Bodensatz 
2 1:3 starke Triibung grobe Flocken, ebenso 
Bodensatz 
3 1:4 ebenso ebenso = 
4 :=8 minimale minimale minimale 
Opaleszenz Opaleszenz Opaleszenz 
5 1:16 klar klar klar 
i—10 1:32 bis 
1:5]2 
Tabelle Ill. 
Flockung von Blutserum durch n/2000 HCl. 
Glas Serums Ablesung nach Ablesung nach Ablesung nach 
Nr verdunnung 1 Minute 2 Stunden 24 Stunden 
l l Opaleszenz Triibung Opaleszenz, etwas 
flockiger Bodensatz 
2 ee starke Opaleszenz starke Triibung Opaleszenz, reich- 
licher Bodensatz 
3 1:4 Triibung sehr starke Trii- ebenso 
bung, feinste sus- 
pendierte Floeken 
4 1:8 starke Triibung Suspension grober Opaleszenz, sehr 
Flocken etwas reichlicher 
Bodensatz Bodensatz 
5 1:16 ebenso ebenso ebenso 
6 1:32 minimale minimale Opaleszenz 
Opaleszenz Opaleszenz 
7 1:64 klar klar klar 
8s—10 1: 128 . 
bis 1: 412 
Tabelle IV. 
Flockung von Blutserum durch n/8000 HCl. 
Glas Serum: Ablesung nach Ablesung nach Ablesung nach 
Nr verdunnung 1 Minute 2 Stunden 24 Stunden 
l ] Opaleszenz Opaleszenz Opaleszenz 
2 1:3 P Triibung starke Triibung 
3 1:4 
4 1:8 ‘ 
5 1:16 Triibung % e 
6 1:32 starke Triibung starke Triibung sehr starke 
Triibung 
7 1:64 ebenso ebenso ebenso 
8 1: 128 Opaleszenz Triibung Triibung 
9 1 : 256 klar klar Opaleszenz 
10 1:512 klar 
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je verdiinnter die Saure ist. Die Unléslichkeit des Globulins ist auf ein 
bestimmte Zone um den isoelektrischen Punkt herum beschrinkt; sowohl! 
bei geringerer als auch bei héherer / ist das Globulin wieder léslich. Die 
genaueren Angaben tiber die A des Flockungsmaximums des Serumglobulins 
lauten sehr verschieden. Rona und Michaelis (6) fanden Py 54, Ruppel, 
Ornstein, Carl und Lasch (7) py 6,4, Samson (8) py 7,0. Die Lage der Zone 
scheint vom Gesamtelektrolytgehalt des Mediums abhangig zu sein [Michaelis 
und Rona (9%), Samson (8)).  Jedenfalls muB bei bestimmten Mengen 
verhaltnissen in dem Serum-Sauregemisch das py der isoelektrischen Zone 
resultieren. Hier fallen die Globuline, falls sie nur in geniigender Konzen 
tration vorhanden sind, aus. Aus der Tatsache, daB bei Verwendung ver 
diinnterer Sauren das py langsamer als bei stdrkerer abnimmt, ergibt sich 
sowohl die Verschiebung als auch das Breiterwerden der Flockungszone 
bei Benutzung verdiinnterer Saure als selbstverstandliche Konsequenz. 
Elektrometrische Bestimmungen des Py konnte ich aus dem erwihnten 
Grunde leider nicht durchfihren. 

Die Saureflockung des Blutserums ist in Ubereinstimmung mit 
der Fallung durch saure Goldsole in der Zone 1 reversibel bei Alkali-, 
Saure- oder Neutralsalzzusatz. Es ist dieses ja ein allgemeines Charak 
teristikum des isoelektrischen Eiweibes. 

Es fragt sich, wenn wir unsere Versuche iiber die Salzsaurefallung 
des Serums in Beziehung bringen zu der Flockung durch saure Gold- 
sole, ob nicht die adsorptive Bindung des Goldes an das Eiweil die 
Eigenschaften des letzteren, speziell die isoelektrische Reaktionsweise, 
verandert. Es ist hierzu zu sagen, da die Eigenschaften derartiger 
Adsorptionsverbindungen Gold—EiweiB  (hydrophobes -hydrophiles 
Kolloid) im allgemeinen mit denen des Eiweibes, des hydrophilen 
Kolloids, identisch sind. Das Gold verliert durch die Vereinigung 
mit dem Eiweib seine charakteristischen Reaktionen, z. B. die Elektrolyt- 
empfindlichkeit Schutzwirkung des EiweifBes), macht hingegen 
nunmehr alle charakteristischen Reaktionen des Eiweibes mit. Ist 
dieses an sich durch bestimmte Reagenzien unfillbar, so wird auch 
das Gold unfillbar; ist es dagegen durch andere fallbar, so fallt auch 
das Gold gemeinsam mit dem EiweiB [nach Zsigmondy (1), S. 361) 
Der EiweiB-Goldkomplex besitzt demnach im groBen und ganzen die 
gleichen Eigenschaften wie das EiweiB allein. 

Wir kommen somit zu der Auffassung, dap die Flockung der Zone 1 
ein Ausfallen des Eiweif- (wahrscheinlich Globulin-)Goldkomplexes 
in seinem isoelektrischen py-Bereich darstellt. 

So erklart es sich auch, daB bei der Gelatine die Zone 1 nicht 
auftritt, weil namlich Gelatine im isoelektrischen Punkte léslich ist 
(womit von vornherein allerdings nicht gesagt ist, daB der Gelatine- 
Goldkomplex im isoelektrischen Punkte léslich sein muf). 


Bemerkenswert scheint uns die Tatsache, daB im Globulin-Albumin- 


gemisch,. wie es das Serum ist, das Gold offenbar in erster Linie (allein 
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mit dem Globulin, nicht mit dem Albumin in Verbindung tritt. Wir 
schlieBen dies aus der oben erwaihnten Beobachtung, daB bei voll- 
standiger Flockung des Goldes die iiberstehende wasserhelle Fliissigkeit 
nur Spuren Globulin, dagegen reichlich Albumin zu enthalten scheint. 
Wir méchten dies in Zusammenhang bringen mit den Angaben von 
Heubner und Jacobs (10) und Reitstétter (11) iiber die Schutzwirkung 
des Serumalbumins und -globulins. Ersteres schiitzt, wie diese Autoren 
fanden, schlechter als letzteres. Da die Schutzwirkung nach Zsigmond y 
auch auf eine adsorptive Bindung des Goldes an das Eiweif zuriick- 
zufiihren ist, wiirden diese Beobachtungen ebenso wie die unserigen 
dafiir sprechen, daB Globulin eine gréBere ,,Affinitaét’* zum Gold hat 
als Albumin. Das Wesen dieser Affinitaét,-der Adsorbierbarkeit des 
Goldes an das Eiweif, diirfte nicht elektrischer Natur sein; doch be- 
diirfen diese Fragen noch eingehenderer Untersuchung!). 

Bei der theoretischen Besprechung der zweiten Zone kénnen wir 
uns kiirzer fassen. Wir sehen sie an als die typische gegenseitige Fallung 
zweier Kolloide, wie sie bereits vor lingerer Zeit an verschiedenen 
Systemen eingehend studiert ist (Picton und Linder, Biltz u.a.). Diese 
Untersuchungen haben insbesondere zwei allgemeine GesetzmibBig- 
keiten aufgedeckt: eine Flockungsreaktion zwischen zwei Kolloiden 
kommt im allgemeinen nur dann zustande, wenn 1. die Kolloide ent- 
gegengesetzte Ladung tragen, 2. bestimmte gegenseitige Mengen- 
verhaltnisse vorliegen. Uherwiegt eines der Kolloide. so wird die 
Flockung teilweise oder ginzlich verhindert. Die Erklarung dieser 
Erscheinungen ergibt sich aus den Vorstellungen iiber die Bedeutung 
der elektrischen Ladungen der Mizellen fiir die Stabilitat der kolloidalen 
Lésungen. Es sei diesbeziiglich auf die Lehrbiicher der Kolloidchemie 
verwiesen. Hervorgehoben sei nur zu Punkt 1, daBb die Ladung der 
Eiweibkorper infolge ihrer Ampholytnatur in erster Linie von der h 
des Mediums abhangig ist; nur wenn diese gréBer ist als die des iso- 
elektrischen Punktes, tragen Eiwei8kérper positive, also dem negativen 
Gold entgegengesetzte Ladungen. Daraus folgt. da nur in saurer 
Lésung EiweifS Gold flocken kann, und da bei unserer Versuchs- 
anordnung die Aciditat des Goldsol-EiweiBgemisches in erster Linie 


Anmerk. b. d. Korrektur: Inzwischen habe ich noch folgende Ver- 
suche angestellt, die wohl eindeutig beweisend dafiir sind, daB im Albumin- 
Globulin-Gemisch das kolloidale Gold nur mit dem Euglobulin in Ver- 
bindung tritt: ein Serum (1 Teil)-Goldsol (5 Teile)-Gemisch wurde mit 
gesittigter Ammonsulfatlésung in verschiedenen Mengenverhaltnissen 
versetzt. Bei Drittelsaéttigung mit Ammonsulfat (Euglobulinfaillung) war 
das gesamte Gold im Niederschlag enthalten. Die iiberstehende, Albumin 
und Pseudoglobulin enthaltende Lésung war ungefarbt. In alkalischern 
und saurem Medium war das Ergebnis gleichartig. 
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durch die des Goldsols bestimmt wird, erscheint dic Tatsache, dab 
alkalische Goldlésungen nicht durch Ejiweifs geflockt werden, voll- 
kommen verstandlich. Erklarlich wird ferner, daB mit abnehmender 
Goldsolaciditat die Zone 2 zunachst etwas in die Region héherer Serum- 
konzentration riickt, da also die Umschlagszahl gréBer wird. Denn 
mit zunehmender / wachst innerhalb gewisser Grenzen die elektrische 
Ladung des EiweiBbes, so daB in starker saurem Medium eine ge- 
ringere Menge Eiweif nétig ist, um die zur Flockung des negativen 
Goldes_ erforderlichen positiven Ladungen aufzubringen, als bei 
schwacherer Aciditat. Da weiterhin der isoelektrische Punkt der ver- 
schiedenen Eiweifstoffe nicht bei derselben / liegt (fiir Albumin z. B. 
bei héherer h als fiir Globulin), so mub, damit der EiweiBkérper positive 
Ladung bekommt, die A des Mediums einen verschiedenen unteren 
Grenzwert haben. So kénnte aus diesem Grunde Albumin erst bei 
héherer Aciditat als Globulin Gold flocken, und der im Zusammen- 
hang mit der ,,Goldsolreaktion** mehrfach erhobene Befund, daB nur 
Globuline, nicht aber Albumine ein Goldsol flocken kénnen [ Fischer (12) 


u. a.j, verstandlich werden. 


Zusammenfassung der Ergebnisse iiber die Flockungsreaktionen 
zwischen kolloidalem Gold und Eiwei8kérpern, 


Die Flockung des kolloidalen Goldes durch Eiweif kann durch 
zwei verschiedenartige Vorgainge bedingt sein. Es kann sich erstens 
um einen Prozef handeln, der eine typische gegenseitige Fallung zweier 
Kolloide darstellt. Derartige Reaktionen sind vor allem dadurch aus- 
gezeichnet. daB eine Fallung dann zustande kommt. wenn die Kolloide 
entgegengesetzt geladen sind. Da Eiweibkérper als Ampholyte eine 
dem negativen Golde entgegengesetzte, also positive Ladung nur dann 
aufweisen. wenn die h des Mediums gr6éBer ist als die des isoelektrischen 
Punktes, so kommt dieser Vorgang auch nur in einem Medium in 
Betracht, dessen A auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes 
liegt. Charakteristisch ist fiir die Faillung entgegengesetzter geladener 
Kolloide weiterhin, da die Flockung nur bei ganz bestimmten gegen- 
seitigen Mengenverhaltnissen vor sich geht (Biltzsche Regel). 

Der zweite Flockungsmodus besteht in folgendem: Eiweil geht 
mit Gold, wie wir nach Zsigmondy annehmen miissen. eine adsorptive 
Bindung ein. Hierdurch verliert das Gold einerseits seine ihm eigentiim- 
lichen Reaktionen, z. B. die Elektrolytempfindlichkeit (Schutzwirkung 
des Eiweifes), andererseits dagegen macht es alle Reaktionen des 
EiweiBes mit. Ist nun letzteres durch bestimmte Eingriffe, wie z. B 
das Globulin durch Verainderung der H-lonenkonzentration, aus- 
flockbar, so wird das adsorptiv gebundene Gold mit ausfallen. Globuline 
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kénnen Gold also auch dadurch flocken, daB die Reaktion des Mediums 
der isoelektrischen Zone des Globulins (bzw. des Globulin-Gold- 
komplexes) entspricht. 

Die beiden verschiedenen Flockungstypen weisen charakteristische 
Unterschiede auf. Fiir die Flockung des Goldes durch Eiweil als 
..Fallung entgegengesetzt geladener Kolloide’’ ist bemerkenswert,. 
daB die Flockung 

1. nur durch sehr geringe EiweiBmengen bewirkt wird (GréBen- 
ordunng 0,002 mg fiir 10 cem Gold .,.Umschlagszahl** Zsigmond ys), 


2. meist vollkommen irreversibel ist, 


3. sich vor allem durch Farbveranderung des Goldes und Bildung 
eines blauen Niederschlags von sehr geringer Menge manifestiert 

Fir die Ausflockung des Eiweib-Goldkomplexes im isoelektrischen 
Punkte dagegen ist charakteristisch, dab sie 

1. bei jeder EiweiBkonzentration (bis zu einer sehr niedrig ge- 
legenen unteren Grenze) vor sich gehen kann, 

2. vollkommen reversibel ist bei Zusatz von Saure oder Alkali, 
sobald die h der isoelektrischen Zone iiberschritten ist, 

3. vor allem in Erscheinung tritt durch eine Triibung und nach- 
folgende Ausflockung von reichlichen groben, rotgefarbten Partikeln. 
Das Gold verandert seine Farbe also nicht. 

Die beiden auseinandergehaltenen Flockungstypen haben im 
Grunde das Gemeinsame, da beide Male die Flockung dadurch zu- 
stande kommt, dab die fiir die Stabilitat des Sols maBgebliche elektrische 
Ladung des Gold-EiweiBkomplexes zu gering wird. Unterschiedlich 
ist aber die Art und Weise, wie die Entladung bewerkstelligt wird 
Einmal gleichen sich die entgegengesetzten elektrischen Ladungen des 
negativen Goldes und positiven EiweiBes aus. Im anderen Falle kommt 
die Entladung durch Veranderung der Ionisierungsverhaltnisse der 
EiweiBkérper unter dem EinfluB besonders der H-lonen zustande. 

Daraus ergibt sich, daB eine Kombination beider Flockungs- 
mechanismen durchaus méglich ist. Es kann natiirlich sehr wohl ein 
Teil des EiweiBes durch Anderung der Dissoziation, der Rest durch 
das Gold entladen werden. Dann vermengen sich die oben ausein- 
andergehaltenen Unterschiede der Erscheinungsweise der Flockungs- 
typen; gleichzeitig treten Triibung und Farbveranderung auf. Die 
Reversibilitat wird unvollstandig. Diese Kombination tritt ein, wenn 
die Bedingungen fiir das Zustandekommen beider Flockungsmechanismen 
gleichzeitig gegeben sind. Bedingung fiir Typ | ist vor allem eine 
relativ geringe EiweiBkonzentration. Bedingung fiir Typ 2 die A der 


isoelektrischen Zone. Diese Voraussetzungen sind haufig vorhanden. 
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Die Flockung von Mastix durch Etwei8kérper. 


Im Hinblick auf die Frage, ob die festgestellten Beziehungen zwischen 
EiweiB und Gold allgemein zwischen Eiwei8 und negativen Suspensions- 
kolloiden bestehen, haben wir in entsprechender Versuchsanordnung die 
Fallung von kolloidaler Mastixharzlésung untersucht. Von diesen Ver- 
suchen sei nur kurz berichtet, daB hier bei Anwendung eines sauren Mastizx- 
sols (Herstellung: 40 ccm 0,5proz. alkoholischer Mastixlésung schnell 
unter Schiitteln in 80 cem Wasser gegossen, dazu 0,8 com n/10 Essgiséure) 
ebenfalls wie beim Gold zwei Flockungszonen auftraten. Die Fallung der 
ersten, im Gebiet der héchsten Serumkonzentration liegenden Zone ist 
im Gegensatz zur Zone 2 bei Zusatz von Alkali, Siure oder Kochsalz rever- 
sibel. Natiirlich zeigt das 4uBere Bild der Flockung nicht die beim Gold 
hervortretende Mannigfaltigkeit, da ja die Ausflockung des Mastix ebenso 
wie die des EiweiBes nur die Triibung als Zwischenphase aufweist. 


Zum Phainomen der unregelmibigen Reihen. 


Wir glauben, mit unseren Untersuchungen einen Fall von un- 
regelmaBigen Reihen einer verhaltnismaBig einfachen theoretischen 
Erklarung zugefiihrt zu haben. Es fragt sich, inwieweit die Ergebnisse 
verallgemeinert werden diirfen. Wir miissen hierzu sagen, daB in den 
meisten anderen Fallen von unregelmaBigen Reihen die Verhaltnisse 
komplizierter zu liegen scheinen als in dem unserigen. Das gilt z. B. 
fiir die Untersuchungsobjekte von Pauli und Flecker (13). Diese Autoren 
kamen iibrigens, wie hier betont sei, zu Ergebnissen, die sich in manchen 
Punkten mit den unserigen beriihren. Aus verschiedenen Griinden 
liegen in unserem System besonders giinstige Voraussetzungen fiir 
die Forschung vor, insofern namlich, als einerseits die in Betracht 
kommenden physiko-chemischen LEigentiimlichkeiten des EiweiBes, 
besonders seine Ampholyteigenschaften, bereits ziemlich genau bekannt 
sind, andererseits auch das Verhalten des kolloidalen Goldes im all- 
gemeinen vielleight klarer liegt als das vieler anderer Kolloide. Ein- 
facher ist unser System ferner noch dadurch, daB in ihm von an- 
organischen Ionen nur H’ und OH’ zu beriicksichtigen sind, wahrend 
sonst meist noch Salze eine Rolle spielen. 

UnregelmaBige Reihen sind auBer bei den Eiwei®korpern bisher 
vor allem bei der Flockung der kolloidalen Metallhydroxyde (Kisen-, 
Aluminium-, Thoriumhydroxyd und andere) beobachtet worden. 
Betrachten wir diese Tatsache unter der Beriicksichtigung unserer 
Ergebnisse, so fallt uns auf, daB diese Kolloide ebenso wie die Eiweib- 
kérper Ampholyteigenschaften haben, was bisher nicht sehr beachtet 
zu sein scheint. Da wir bei der Fallung des Goldes durch Eiweils dessen 
Ampholytnatur als einen integrierenden Faktor des einen Flockungs- 
modus ansehen miissen, halten wir diese Feststellung fiir wesentlich. 
Wir méchten uns aber mit diesem Hinweis begniigen und die Frage 
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einer allgemeineren Geltung unserer Ergebnisse aus den oben an- 


gedeuteten Griinden zuniichst weiteren Untersuchungen iiberlassen. 
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Eine kolorimetrische Methode 
zur quantitativen Bestimmung der gallensauren Salze im Blute. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 
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Paul Szilard., 


(Aus der IV. medizinischen. Universitatsklinik in Budapest.) 


(Eingegangen am 10. April 1925.) 


Ungefahr vor 10 Jahren berichtete Lifschiitz (1) in einer Reihe 
von Mitteilungen iiber eine neue, fiir die Oxycholesterine charakte- 
ristische Farbenreaktion. Er fand namlich, da das Cholesterin in 
Eisessiglésung nach Oxydierung durch Benzoylsuperoxyd nach Hinzu- 
gabe einer Mischung von Schwefelsiure und Eisessig eine sehr aus- 
gesprochene griine Farbenreaktion gibt. Die Entwicklung der griinen 
Farbe kann durch Hinzugabe eines Tropfens von 2,5proz. Eisessig- 
Ferrichloridlésung (Fe,Cl,) beschleunigt werden. Auber dem Oxy- 
cholesterin geben nur die Gallensiuresalze dieselbe Reaktion, sonst 
jedoch kein anderer Stoff. 

Die Moéglichkeit der kolorimetrischen Bestimmung der Gallen 
sauresalze im Blute schien auf der Hand liegend, man muBte nur aus 
dem Blutserum einen solchen Extrakt verfertigen, welcher auch die 
Gallensiuresalze enthalt, und: aus diesem das Cholesterin entfernen. 

Nach einiger Zeit wurde ein sehr einfaches Verfahren gefunden, 
das in folgendem besteht: 

5eem Blutserum tropfen wir aus einer Pipette in 150 cem ab- 
soluten Alkohol oder absoluten Methylalkohol. Wahrend dieses 
Prozesses ist der Alkohol in standiger Bewegung zu halten, wodurch 
das Knotigwerden des prazipitierten Stoffes vermieden wird. Wahrend 
wir die Fliissigkeit in standiger Bewegung halten, lassen wir sie im 
Wasserbad aufkochen. Nach dem Aufkochen geben wir ein wenig 
Tierkohle hinzu, um den Gallenfarbstoff auszuscheiden, dann mit 
diesem vermengt. kochen wir wieder auf und filtrieren. Das Glas 
spiilen wir zwei- bis dreimal mit absolutem Alkohol aus und filtrieren 
die Spiilfliissigkeit ebenfalls. Die Fliissigkeit dunsten wir im Wasser- 
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bad bis zu l5cem ein, und nachdem sie etwas abgekiihlt ist, 
geben wir sukzessive 100cem Ather dazu. Durch die Wirkung des 
Athers werden die Gallensiuresalze ausgefallt, wihrend die Lipoide 
und in erster Reihe das Cholesterin, in der Lésung bleiben 

2 bis 3 Stunden im Eiskasten gehalten, klart sich die triibe Fliissig- 
keit auf. Dann wird die Atheralkoholmischung vorsichtig abgesaugt, 
die Ausfallung mit Ather drei- bis viermal dekantiert, und zuletzt lassen 
wir die kleine, anders nicht entfernbare Menge Ather im Wasserbad 
verdunsten. Nachher lésen wir bei schwacher Erwirmung den Nieder- 
schlag in 5cem Eisessig auf. 

Zur kolorimetrischen Bestimmung dient die Lifschiitzsche Farben- 
reaktion. Wie erwahnt, geben nur das Oxycholesterin und die Gallen- 
saurensalze die Reaktion, das Cholesterin aber ist bereits auf die oben 
erwahnte Weise ausgeschieden worden. 

Zu der aus dem Serum extrahierten Eisessiglésung der Gallen- 
siuresalze geben wir etwas Benzoylsuperoxyd, welches sich, besonders 
bei Erwarmung, leicht lést. Wahrenddessen zeigt sich etwas Gas- 
entwicklung. 

Nachdem sich das Benzoylsuperoxyd vollkommen aufgelést und 
die Gasentwicklung aufgehért hat, kochen wir die Lésung rasch, 
aber energisch zwei- bis dreimal auf und kiihlen sie geschwind ab, 
geben dann | ccm Sauremischung (1 Volumen konzentrierte Schwefel- 
siure und 10 Volumen Eisessig) dazu, worauf sich die Fliissigkeit 
sukzessiv griin farbt. Die vollkommene Entwicklung der Farbe nimmt 
beilaufig 10 bis 15 Minuten in Anspruch, dies kann man jedoch dadurch 
beschleunigen, daB man einen Tropfen 2,5proz. Eisessig-Ferrichlorid- 
lésung dazu gibt. : 

Die Beschleunigung der Entwicklung der Reaktion ist zweck- 
maBig, weil wir so unverziiglich zur Ablesung schreiten kénnen. Als 
Standard benutzen wir chemisch reine Gallensiuresalzmischung, 
welche drei Teile Natrium glykocholicum und einen Teil Natrium tauro- 
cholicum enthalt (also annahernd ebensoviel wie die menschliche Galle), 
in Eisessiglésung. Die Standardlésung behandeln wir ebenso wie die 
Unbekannte. 

Die Reaktion ist sehr empfindlich. 


Literatur. 
1) Lifschitz, diese Zeitschr. 48, 375, 1913; 54, 213, 1913; 62, 219, 
1914; Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 181; 91, 315, 1914; 92, 385, 1914. 




















Vergleichende Untersuchungen iiber die Toxizitit der Saponine 
und die Entgiftung durch Cholesterin. 


Von 
L. Kofler und W. Sehrutka. 


(Aus dem pharmakognostischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 10. April 1925.) 


Uber die physiologischen Wirkungen der Saponine finden sich 
in der Literatur zahlreiche wertvolle Angaben. Ein Vergleich der 
Ergebnisse der einzelnen Autoren ist aber aus verschiedenen Griinden 
haufig nicht durchfithrbar. In vielen Fallen ist nur das Wort Saponin 
ohne nahere Bezeichnung der Stammpflanze angegeben. Die fiir irgend 
ein Saponin gefundenen Werte lassen sich aber bei der groben Mannig- 
faltigkeit dieser Kérperklasse nicht ohne weiteres auf alle Saponine 
iibertragen. Aber auch dort, wo die Stammpflanze des Saponins 
genannt ist, laBt sich der Reinheitsgrad und die Art der Gewinnung 
nicht ersehen. Beide Umstande sind aber fiir die physiologische Wirkung 
eines Saponins von groBer Bedeutung, da nach neueren Untersuchungen 
durch die iiblichen Gewinnungs- und Reinigungsverfahren die Saponine 
weitgehend verandert werden kénnen[ Kofler und Dafert (11), Merck (14)1. 
Dazu kommt noch eine’ verschiedene Arbeitsweise bei der Durch- 
fiihrung des physiologischen Versuchs. Aus diesen Griinden lassen 
sich nicht einmal die von verschiedenen Autoren angegebenen Werte 
tber die Hamolysewirkung miteinander vergleichen. Die in zusammen- 
fassenden Darstellungen mitunter angefiihrten Tabellen, in denen die 
einzelnen Saponine nach der Starke ihrer hamolvtischen Wirkung 
verglichen werden, haben daher nur bedingten Wert, da die Zahlen 
fiir den hamolytischen Index verschiedenen Autoren entnommen sind. 

Vergleichende Versuche iiber die physiologische Wirkung der ein- 
zelnen Saponine auf verschiedene Organismen oder auf denselben Orga 
nismus bei verschiedener Applikationsweise liegen nur sparlich vor. 
Wada (20) fand, daB die Wirkung verschiedener Saponine auf rote Blut- 
kérperchen und auf Trypanosomen im allgemeinen parallel geht, daB also 
die am stiarksten himolysierenden Saponine auch die starkste Trypano- 
somenwirkung zeigen. Kofler (7) fand bei acht untersuchten Saponinen, 
daB himolytischer und ,,Fischindex** zwar nicht genau parallel gehen, 
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daB aber immerhin ein gewisser Zusammenhang zwischen der hamolytischen 
und der Wirkung auf Fische besteht. Beim Vergleich von Sapindus-, 
Quillaja- und Guajacrindensaponin kamen Gaisbéck und Bayer (2) zu dem 
Ergebnis, daB die allgemeine Giftigkeit, beurteilt nach der tédlichen 
Wirkung auf dem Wege tiber das Nervensystem (Krampfe, Atemlihmung) 
weder mit der Hiamolyse in vitro, noch mit der Knochenmarkswirkung 
parallel geht. 

Im Folgenden stellten wir mit elf verschiedenen Saponinen ver- 
gleichende Untersuchungen iiber die physiologische Wirkung bei 
verschiedener Applikationsweise an und verglichen diese Wirkungen 
mit dem Cholesterinbindungsvermégen der Saponine. 

Die zu den Versuchen verwendeten Saponine waren: Digitonin, 
Sapotoxin, Senegin, Saponin. pur. albiss., Guajacrinden- und Rob- 
kastaniensaponin der Firma £. Merck, Sapindussaponin von Hoffmann 
La Roche, das Handelssaponin der Firma Sthamer und ein englisches 
als Powderedsaponin bezeichnetes Praparat. Das Gypsophilasaponin 
wurde aus der groBben, weiben Seifenwurzel (Gypsophila paniculata) 
hergestellt und durch Behandeln im Paulischen Elektrodialyseapparat 
gereinigt [Kofler und Dafert (11)]. Die Primulasiure gelangte in reiner 
kristallisierter Form zur Anwendung. Da sie als saures Saponin in 
Wasser unldéslich ist [Kofler (8)], wurde sie durch Zusatz von Natron- 
lauge in Lésung gebracht. 

Fir die intravenésen und subkutanen Injektionen und die Verab- 
reichung per os wurden weiBe Mause verwendet. Die Dosierung wird im 
folgenden in Milligrammen pro Gramm Koé6rpergewicht angegeben. Die 


intravendse Injektion erfolgte in die Schwanzvene. Die Lésungen der 
Saponine in physiologischer Kochsalzlésung wurden so hergestellt, dab 
die injizierte Fliissigkeitsmenge 0,15 ¢em nicht tiberschritt. Kurze Zeit 


nach der Injektion begannen die Mause kriaftig zu schwitzen und waren 
je nach der Dosis einige Stunden bis Tage hindurch férmlich in Schweib 
gebadet. Dabei zeigten die Tiere groBen Durst. Gleichzeitig stellte sich 
eine Augenentziindung mit so starker Schwellung der Lider ein, dab die 
Tiere die Augen nicht 6ffnen konnten. Bei subletalen Dosen traten diese 
Erscheinungen nur in schwiicherem Grade auf und gingen rascher wieder 
zuriick. SchweiBausbruch und Augenentziindung sind so regelmaéBige 
Erscheinungen, daB wir aus ihrem Auftreten oder Ausbleiben bei einem 
Versuch Schliisse auf die starke oder schwache Wirksamkeit der an- 
gewendeten Dosis ziehen konnten. 

Die Feststellung der schweiBtreibenden Wirkung erscheint uns deshalb 
wichtig, weil bisher eindeutige Versuche iiber die Beeinflussung der SchweiB- 
sekretion durch Saponine nicht vorliegen. In diesem Zusammenhang sei 
darauf hingewiesen, daB viele schon seit Jahrhunderten verwendete 
.schweiBtreibende*’ Tees Saponindrogen enthalten. Da®B die Wirkung 
am Menschen eine unzuverlassige ist und immer wieder angezweifelt wurde, 
steht im Zusammenhang mit den unbeherrschbaren Resorptionsverhalt- 
nissen der Saponine bei oraler Verabreichung [Kofler, Kollert und Grill (12)}. 


WeiBe Mause scheinen intravendés bedeutend héhere Dosen pro Gramm 
Kérpergewicht zu vertragen als die anderen bisher untersuchten Sauge- 
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tiere. Fi Primulasiure war die tédliche Dosis beim Hunde 0,8 mg pro 
Kilogramm, beim Kaninchen, das als relativ widerstandsfaihig gegen 
Saponine gilt, 3 bis 4mg, bei Mausen dagegen wirkten erst 15 mg pro 
Kilogramm tédlich (Tabelle 1). Fiir Senegin gibt Adtlas(1) bei Katzen 
4,5 mg pro Kilogramm Kérpergewicht an, wir fanden bei den Maéusen 45 mg. 

Mit Riicksicht auf die Befunde von Isaac und Moeckel (5), Pappenheim 
und Szécsi (17), Kagan (6), Gaisbéck und Bayer (2), welche bei Kaninchen 
nach intravenésen Saponininjektionen im Blute das Auftreten kernhaltiger 
roter Blutkérperchen beobachteten, untersuchten wir das Blutbild in 
dieser Richtung. Es wurden den Miausen in einer Versuchsreihe die tédliche 
Dosis, in einer anderen 75 Proz. der tédlichen Dosis intravends eingespritzt 
und das Blut nach 24 Stunden und, soweit die Tiere noch am Leben waren, 
nach 48 und 72 Stunden untersucht. In keinem einzigen Falle konnten 
Normoblasten gefunden werden. Miause scheinen sich also in bezug auf 
die Knochenmarksreizung durch Saponine anders zu_ verhalten als 
Kaninchen. Literaturangaben iiber andere Tiere als Kaninchen liegen 
unseres Wissens nicht vor. 

Bei der oralen Verabreichung wurden die Saponine in Lésung durch 
einen diinnen Gummischlauch in den Magen eingespritzt, als Héchst- 
menge kamen 0,5 ccm Fliissigkeit zur Verwendung. Bei tédlichen Dosen 
trat nach langerer Zeit SchweiBausbruch und Augenentziindungen auf, 
doch waren diese Erscheinungen meist nicht so heftig wie nach intra 
venéser Injektion. 


Tabelle 1. 





mg Saponin pro g Maus (Eintritt des Todes 
nach Tagen) 


intravenés per os subkutan 

Digitonin . ...... O01 (2Tagen) 0,09 (2Tagen) 0.2 (1 Tage) 

Primulasiure ..... OO15(4 , ) 02 (6 . ) 0,03 (3 Tagen) 
Gypsophilasaponin . . OO15(3) . ) Oe tana oy Sie 
Sapotoxin ...... 0,02 (1 Tage) 10 (1 Tage) O0s8(2 . ) 
Sthamersaponin. ... 0,02 (1 , ) 6.0 (2Tagen) O08(3 . ) 
Senegin. ...... .-  0,045(2Tagen) if9 3d. )| @e8c3 . ) 
Saponin pur. albiss.. . 006 (3 , ) 20 (3 . ) O06(4 . ) 
Powderedsaponin ... OJ (4 ., ) 2, Siar ee ' i Saas 
Guajacsaponin .... O08 S. - ) 100 2 ) 05 (3 . ) 
RoBkastaniensaponin . 0,9 (1 Tage) dl, eee 3 i a 
Sapindussaponin .. . .m.&@ . } 3.0 (1 Tage) 09 (5 . ) 


Interessant ist der Vergleich zwischen der letalen intravendsen und 
oralen Dosis bei den einzelnen Saponinen. In allen Fallen wurde oral ein 
Vielfaches der intravenés tédlich wirkenden Dosis vertragen. Doch ist 
die Differenz bei den einzelnen Saponinen betrachtlich verschieden. Beim 
Sapindussaponin ist die tédliche Dosis bei oraler Verabreichung das Drei 
fache der intravenés tédlichen Dosis, beim Saponin Sthamer das Dreihundert- 
fache, die anderen untersuchten Saponine liegen dazwischen.  Fiir die 
Erklarung dieser Verschiedenheiten sind mehrere Faktoren naheliegend: 
Der Abbau der Saponine durch die Verdauungssifte und die Darmflora 
und die verschieden leichte Resorbierbarkeit. Letztere steht wohl im 
Zusammenhang mit der Léslichkeit und der TeilchengriéBe des betreffenden 








330 L. Kofler u. W. Schrutka: 


Saponins in wasseriger Lésung und seiner Reizwirkung auf die Schleimhaut 
des Verdauungstraktes. 

Die subkutane Injektion fiihrte stets zu der bekannten sterilen Eiterung 
an der Injektionsstelle [Neumayer (16)]. Wie zu erwarten, war in den meisten 
Fillen die letale Dosis héher als bei der intravenésen Injektior. Nur bei 
drei Saponinen lag die subkutane Dosis etwas unter der intravendsen. 

Die Zeitdauer bis zum Eintritt des Todes war, wie dies auch fiir andere 
Tiere bei Saponinvergiftungen bekannt ist, eine verhaltnismaBig lange. 
Die Tiere starben nach | bis 6 Tagen. Bei den subkutanen Injektionen 
trat der Tod durchschnittlich etwas spater ein als bei intravenéser oder 
oraler Verabreichung. 

Der hdmolytische Index wurde in der iiblichen Weise mit einer Auf- 
schwemmung von Blut in 50 Teilen physiologischer Kochsalzlésung be- 
stimmt. Die Ablesung wurde nach 24 Stunden vorgenommen und die 
totale Hamolyse als Endtiter gewertet. Um Blut zu sparen, gaben wir 
in jede Eprouvette nur 1 ccm Blutaufschwemmung und dementsprechend 
auch nur leem Saponinlésung bzw. Saponinkochsalzlésung. Die end- 
giiltigen Bestimmungen wurden nach einigen Vorversuchen gleichzeitig 
an demselben Tage mit dem Blute einer Ratte ausgefiihrt, so daB die ge- 
wonnenen Werte tatsachlich miteinander vergleichbar sind. Sie sind in 
der Tabelle IT zusammengestellt. Die Zahlen geben also die Verdiinnung 
an, in der das Saponin eben noch totale Hamolyse hervorzurufen vermag. 


Tabelle 11. 











Hamolytischer Hamolytischer 
ndex Index 

CO eee 180,006 Senegin .... ‘ 
Primulasaure ns ‘ 180,000 Sthamersaponin . . 
Gypsophilassaponir ‘ 178,000 Saponin. pur. albiss. 
Sapindussaponin i 75,000 RoBkastaniensapon. 
Powderedsaponin 5 75,000 Guajacsaponin 

a. ere 56,300 


Beim Vergleich dieser Werte mit den letalen intravenésen Dosen 
ergibt sich eine gewisse Ubereinstimmung. Die drei am starksten himo- 
lytisch witkenden Saponine sind auch bei intravenéser Verabreichung am 
giftigsten. Guajac- und RoB®kastaniensaponin sind intravenés, subkutan 
und per os und in vitro hamolytisch schwach wirksam. 

In einer weiteren Versuchsreihe bestimmten wir den _ ,,Fischindex* 
[Kofler (7)], welcher die Verdiinnung des Saponins angibt, bei der Fische 
innerhalb einer Stunde absterben. Wir verwendeten Karauschen (Carassius 
vulgaris) von 2 bis 5em Lange. Sie wurden in Schalen mit 100 cem Wasser 
gegeben, dem Saponin in steigender Konzentration zugesetzt war 
(Tabelle IIT). 

Ferner verglichen wir die Reizwirkung von Saponinlésungen auf 
Kaninchenaugen, wobei wir jene Verdiinnung der wiasserigen Saponin- 
lésung zu ermitteln suchten, von der ein Tropfen, in den Bindehautsack 
gebracht, eine nach 24 Stunden deutlich erkennbare Entziindung hervor- 
rief. Die Verdiinnungen, in denen diese Wirkung eintrat, sind in Tabelle ITI 
zusammengestellt. 
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Tabelle Tl]. 





edhieden Reizwirkung auf das 


Kaninchenauge 
ee sks ee ew a ene 198,000 230,000 
IR 50 i a ak nga gh a ar 36,400 110,000 
Saponin. pur. albiss. . . . . . : 11,000 1500 
Sapindussaponin ...... w % 10,000 3500 
Sapotoxin eee at Sg : A tt 2800 2500 
WO 6 nse be oat how: 2000 1000 
Powderedsaponin . - ... . . 1900) 1000 
RoBkastaniensaponin .... . , 1800 1000 
Sthamersaponin ....... 1400 900 
Gypsophilasaponin .... . f 580 900 
Guajacsaponin 200) 1000 


Digitonin und Primulasiure sind auch hier wieder am starksten wirksam. 
Guajacsaponin am wenigsten. Auffallend ist die schwache Wirkung des 
Gypsophilasaponins auf Fische und die Augenschleimhaut, da _ dieses 
Saponin stark hamolytisch wirkt und bei intravenéser Injektion ebenso 
giftig ist wie Primulaséure. Vielleicht hangt dies damit zusammen, daB 
Gypsophilasaponin tiberhaupt nicht oder wenigstens viel langsamer dialysiert 
als die meisten anderen Saponine, wortiber an anderer Stelle ausfiihrlicher 
berichtet wird. Die Versuchsergebnisse an Fischen und am Kaninchenauge 
zeigen verhiltnismaBig gute Ubereinstimmung. 

Endlich wurde auch die Geschmacksintensitadt der Saponine verglichen. 
Die Saponine wurden in Wasser gelést und die Lésungen so weit verdiinnt, 
als iiberhaupt noch ein Geschmack wahrnehmbar war. Dabei konnte die 
bekannte Erscheinung, daB die Saponine noch in groBer Verdiinnung 
kratzend schmecken, zahlenmaBig verfolgt werden. Tabelle IV zeigt die 
Verdiinnungen, in denen der Geschmack der Saponine eben noch er- 
kennbar war. 


Tabelle 1V. 








Geschmacks- Geschmacks: 
grenze grenze 

Digitonin. ...... 380,000 Sapindussaponin . . . 130,000 
Saponin. pur. albiss. , 300,000 Sthamersaponin .. . 100,000 
Primulasiure . .... 250,000 Powderedsaponin . . 100,000 
Semegm ....-+.. 250,000 Gypsophilasaponin —. 80,000 
(muajacsaponin .... 200,000 Sapotoxin...... 80,000 
RoBkastaniensaponin . 200,000 


Abgesehen von dem starken Geschmack des Digitonins JaBt sich 
. + . . ‘ 
keinerlei Ubereinstimmung zwischen der Geschmacksintensitat der einzelnen 
Saponine und ihrer Giftwirkung erkennen. 


Wenn man von den Versuchen iiber die Geschmacksintensitat 


der Saponine absieht, so ergibt sich aus den beschriebenen Versuchen 
folgendes: Bei der intravenésen und oralen Verabreichung an weibe 
Mause, gegen rote Blutkérperchen. gegen Fische unc beim Eintranfeln 
ins Kaninchenauge sind Digitonin und Primulasdure die giftigsten von 
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den elf untersuchten Saponinen. Guajac- und Ropkastaniensaponin 
erwiesen sich bei allen Versuchen als verhdltnismapig weniy giftia. Die 
iibrigen sieben untersuchten Saponine stehen in der Mitte ohne eine 
durchgehend giiltige Anordnung nach der Reihenfolge ihrer Giftigkeit 
erkennen zu lassen. Was den Vergleich des himolytischen Index mit 
der Toxizitat bei intravendéser Injektion anbelangt, so zeigt sich dort 
eine verhaltnismaBig gute Ubereinstimmung. Nur beim Sapindus- 
saponin ist, trotz des verhaltnismaBbig hohen himolytischen Index, die 
Wirkung nach intrevendser Injektion schwacher als bei allen anderen 
Saponinen. Auf die verhaltnismaBig groBe Chereinstimmung in der 
Giftigkeit auf Fische und der Reizwirkung auf das Auge wurde schon 


hingewiesen. 


Entgiftung der Saponine durch Cholesterin. 


AnschlieBend an die Versuche, welche die Toxizitat der einzelnen 
Saponine verglichen, suchten wir nach chemischen oder physikalischen 
Eigenschaften der Saponine, welche eine Erklirung fiir die groben 
quantitativen Verschiedenheiten im physiologischen Verhalten der 
Saponine zu liefern imstande waren. Schon vor mehreren Jahren hatte 
der eine von uns nachgewiesen, dafi zwischen der Oberflachenaktivitat 
und der Toxizitat der Saponine gegen Fische und rote Blutkérperchen 
kein Zusammenhang besteht (7). 

Es war nun naheliegend, an eine andere auffallende und biologisch 
wichtige Eigenschaft der Saponine zu denken, an ihr Bindungsvermégen 
fiir Cholesterin. Bekanntlich wurden seit der Beobachtung Ransome (18), 
da Cholesterin imstande ist, Saponin zu entgiften, zahlreiche Ver- 
suche in dieser Richtung angestellt. Durch zahlreiche spatere Arbeiten 
wurde versucht, den Mechanismus der Saponinhamolyse aufzuklaren, 
ein Ziel, das noch nicht vollstandig erreicht ist. Ein grober Teil der 
Autoren ist der Ansicht, die Saponinhimolyse komme dadurch zu- 
stande, daB das Saponin sich mit dem Cholesterin der Erythrocyten 
verbinde und dadurch die Struktur des Stromas stére. Andere suchen 
den Angriffspunkt des Saponins im Lecithin, nehmen aber an, dab 
das Cholesterin auch innerhalb des Erythrocyten eine Art Schutzwirkung 
entfalte, da es zum Saponin eine etwas gréBere Affinitat besitze, daher 
mit ihm eine Verbindung eingehe und vom Lecithin ablenke. Die 
Blutkérperchen sind daher der Saponinhimolyse gegeniiber um so 
resistenter, je mehr Cholesterin im Verhaltnis zum Lecithin sie ent- 
halten [K. Meyer (15)}]. Beim Vergleich der Erythrocyten verschiedener 
Tierarten zeigte sich, dab die roten Blutkérperchen um so wider- 


standsfihiger gegen die Saponinhimolyse sind, je mehr Cholesterin 
sie enthalten. Neuerdings wird von Lepeschkin (13) als Ursache der 
Himolyse eine Zersetzung der Verbindung von Hamoglobin mit Lipoiden 
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angenommen, die die Hauptmenge des Stromas der Blutkérperchen 
bilden soll. Welcher Auffassung man sich auch anschlieBen will, bei 
allen Erklarungsversuchen kommt dem Cholesterin eine grobe Be- 
deutung zu. Es wurde daher auch schon wiederholt, unter anderen 
von Yagi (22), die Ansicht ausgesprochen, daB die verschieden starke 
hamolytische Wirkung der Saponine auf ein verschiedenes Cholesterin- 
bindungsvermégen zuriickzufiihren sei. Vergleichende Versuchsreihen 
mit einer gréBeren Anzahl von Saponinen liegen bisher aber nicht vor. 
Mit den eingangs aufgezahiten elf Saponinen stellten wir quantita- 
tive Versuche tiber das Bindungsvermégen fiir Cholesterin an. Wir 
verwendeten anfangs die von Ransom (18), Hausmann (3) und anderen 
benutzte Methode, indem wir die Saponine in physiologischer Kochsalz.- 
lésung lésten und mit einer atherischen Cholesterinlésune schiittelten 
mehrere Stunden bei 35 bis 40° im Thermostaten belieBen. den Ather 
verjagten, filtrierten und auf Hamolysewirkung priiften. Bei dieser 
Arbeitsweise erreichten wir zwar eine Entgiftung der Saponine, in 
quantitativer Hinsicht waren die Resultate aber unbefriedigend. Es 
spielt dabei offenbar die Zeit des Schiittelns, die Aufenthaltsdauer im 
Thermostaten, die Temperatur usw. eine Rolle. Aber selbst bei méglichst 
genauer Einhaltung bestimmter Bedingungen gelang es nicht, bei 
Wiederholung des Versuchs iibereinstimmende Werte zu erhalten. Die 
Verwendung einer Cholesterinsuspension an Stelle der atherischen 
Lésung gab ebenfalls keine iibereinstimmenden Werte. Hier verur- 
sachte wohl der Umstand eine UngleichmaBigkeit in den Ergebnissen 
dai die Suspensionen nicht immer von gleichem Dispersitatsgrad und 
gleicher Haltbarkeit waren. 
Ubereinstimmende Resultate auch bei Wiederholung des Versuchs 
ergaben sich dagegen bei folgender Versuchsanordnung: Die Saponine 
wurden im Verhialtnis 1: 1000 in physiologischer Kochsalzlésung gelést, 
das Cholesterin in Aceton im Verhaltnis 1: 1000. Zur Anstellung des Ver 
suchs wurde eine Reihe von Eprouvettem mit je 5cem Saponiniésung 
beschickt und mit steigenden Mengen Cholesterinlésung versetzt, z. B. 
0,8, 1,0, 1,5, 1,7, 2,0c¢em. Die Eprouvetten wurden umgeschiittelt und 
1 bis 2 Stunden in den Thermostaten bei 50° gestellt. Dabei verdampfte 
ein grober Teil des Acetons. Der Rest des Acetons wurde durch Einstellen 
der Eprouvetten in ein Wasserbad von 60° vertrieben. Dann wurde von 
dem entstandenen Niederschlag abfiltriert und das Filtrat auf hamolyvtische 
Wirkung gepriift, indem lcem der Lésung mit l ecm 2proz. Rattenbitr® 
aufschwemmung versetzt wurde. Die Ablesung erfolgte in allen Versuchen 
nach einer Stunde. Bei dem angefiihrten Beispiel, bei dem es sich um 
Digitonin handelte, erfolgte in den ersten drei Eprouvetten Hiimolyse, 
bei der dritten und vierten Eprouvette, welche 1,7 bzw. 2,0 cem Cholesterin 
lésung erhalten hatten, unterblieb die Himolyse. Es wurden also 0,005 g 
Digitonin durch 0,0017g¢ Cholesterin oder Ig Digitonin durch 0,34¢ 
Cholesterin entgiftet. Dieses Ergebnis stimmt gut iiberein mit den chemischen 
Befunden von Wéindaus (21), wonach sich ein Molekiil Cholesterin mit 
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einem Molekiil Digitonin verbindet. Fiir 1 g Digitonin berechnet sich daher 


0,34 g Cholesterin. Bei den anderen von uns untersuchten Saponinen 
liegen in der Literatur keine Untersuchungen vor, mit denen wir unsere 
Befunde vergleichen und kontrollieren kénnten. Auf Grund der gut 


stimmenden Resultate beim Digitonin glauben wir uns aber zu der An- 
nahme berechtigt, daB die angewendete Methode fiir den angestrebten 
Vergleich brauchbar ist. Dafiir spricht auch der Umstand, daB8 wir bei 
Wiederholungen der Versuche stets dieselben Resultate erhielten, auch 
wenn die Versuchsbedingungen, namentlich die Einwirkungsdauer und die 
Temperatur nicht genau eingehalten wurden. Allerdings ist zu beriick- 
sichtigen, daB8 bei anderen Saponincholesteriden, welche keine so festen 
Bindungen eingehen wie das Digitonin, die Dissoziation, wie sie Riesenjfeld 
und Lummerzheim (19) fiir Cyelamincholesterid nachwiesen, eine Rolle 
spielt, so daB unsere Werte fiir die anderen Saponine nicht ohne weiteres 
als Aquivalentgewichte aufgefaBt werden diirfen. 

Bei allen Saponinen wurde in der beschriebenen Weise vorgegangen, 
nur beim Guajacsaponin muBte die Saponinlésung im Verhaltnis 1: 100 
hergestellt werden. Das Vertreiben des Acetons wurde so lange fort- 
gesetzt, bis kein Geruch mehr wahrzunehmen war. AuBerdem wurde 
folgender Kontrollversuch ohne Saponin aufgestellt: In zehn Eprouvetten 
wurde je lcem Rattenblutaufschwemmung gegeben, dazu kam Aceton 
in steigender Menge und so viel physiologische Kochsalzlésung, daB die 
Gesamtmenge der Fliissigkeit in jeder Eprouvette 2ccm betrug. Nach 
einer Stunde wurde das Resultat abgelesen. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle V zusammengestellt : 


Tabelle V. 





-_ Ne Chideung Aceton Wirkung nach einer Stunde 
ccm 

l 0,9 0,1 Keine 

] 08 02 7 

l 0.7 03 Re 

l 0,6 OA Himolyse 

l 05 05 - 

l 0,4 0,6 Schwache Hamolyse u, Agglutination 

l 03 0.7 Agglutination 

l 0,2 08 - 

l 0.1 o9 a 

l 0 10 rt 


Bei der oben geschilderten Versuchsanordnung mit Saponin trat 
niemals Agglutination auf. Da aber auch die Hamolysewirkung erst bei 
groBen Acetonmengen auftritt, die sich am Geruch mit Sicherheit erkennen 
lassen, so war von dieser Seite bei unseren Versuchen eine Fehlerquelle 
nicht zu erwarten. 

Uberraschend ist das Verhalten des Sapotoxins, das mehr als die 
doppelte Cholesterinmenge zu binden vermag wie das Digitonin. Wenn 
man vom Sapotoxin absieht, besteht zwischen der physiologischen Wirkung 
der Saponine und ihrem Cholesterinbindungsvermégen insofern eine ge- 
wisse Ubereinstimmung, als Primulaséure und Digitonin an der Spitze 
stehen, das relativ ungiftige RoBkastanien- und Guajacsaponin am Ende 
der Reihe. Eine direkte Proportionalitat zwischen dem Cholesterinbindungs- 
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Tabelle V1. 








1g Saponin 1g Saponin 
verbraucht zur verbraucht zur 
Entgiftung Entgittung 
g Cholesterin g Cholesterin 
Sapotoxin ...... 0,7 Powderedsaponin . . 0,08 
Primulasiure ..... O4 WEA. «ge 8 & 6 * 0,08 
BOOM ww tw 0,34 Sthamersaponin .. . 0,06 
Saponin. pur. albiss. . 03 RoBkastaniensaponin 0,04 
Gypsophilasaponin . . 0,16 (juajacsaponin. . . . 0,004 
Sapindussaponin . . . 0.1 


vermégen und der physiologischen Wirkung besteht aber nicht. Am nacht 
liegenden wiire es gewesen, bei der himolytischen Wirkung an eine weit- 
gehende Ubereinstimmung zu denken. Wenn man die Cholesterinwerte 
mit dem hiimolytischen Index vergleicht, sieht man, daB eine solche Pro- 
portionalitat nicht besteht. So haben Gypsophilasaponin und Primula- 
siure nahezu denselben hiamolytischen Index, obwohl ersteres 0,16 g, 
letzteres 0,4g Cholesterin verbraucht. Powderedsaponin und Senegin 
haben denselben Cholesterinverbrauch, im hamolytischen Index weichen 
sie aber weit voneinander ab. Es spielen bei der Hamolyse sicherlich noch 
verschiedene Faktoren eine Rolle, welche das Bindungsvermégen der 
Saponine fiir Cholesterin beeinflussen. In diesem Zusammenhang sei an 
die Untersuchungen von Jahnsom- Blohm (4) erinnert, der die Hemmung 
der Saponinhaémolyse zum Teil als einen Adsorptionsvorgang betrachtet, 
wobei eine chemische Bindung allerdings nicht ausgeschlossen ist. Dieser 
Adsorptionsvorgang kann nun leicht durch andere Lipoide und auch durch 
EiweiBstoffe beeinfluBt werden. Der Umstand, da®8 sich aus unseren Ver- 
suchen keine védllige Proportionalitaét zwischen Cholesterinbindungs- 
vermégen und himolytischer und anderen physiologischen Wirkungen 
der Saponine ergibt, spricht daher keineswegs gegen die Ansicht, daB der 
Angriffspunkt der Saponine hauptsichlich im Cholesterin zu suchen sei. 
Im biologischen Versuch wirken auf den Bindungsvorgang zwischen Saponin 
und Cholesterin, ob er nun mehr chemisch oder physikalisch sei, zweifellos 
noch Faktoren ein, die wir nicht mit Sicherheit beherrschen kénnen. 


Zusammenfassung. 

Es wurden mit elf verschiedenen Saponinen vergleichende Unyer- 
suchungen iiber die physiologische Wirkung bei verschiedener Appli- 
kationsweise angestellt. Die Saponine wurden weiBen Mausen intra- 
venés, subkutan und per os verabreicht. 

WeiBe Mause scheinen intravenéds bedeutend héhere Dosen pro 
Kilogramm Kérpergewicht zu vertragen als die anderen bisher unter- 
suchten Siugetiere. Normoblasten wurden im Blute weder nach letalen 
noch nach subletalen Dosen gefunden. Es traten starker Schweib 


ausbruch und Augenentziindungen auf. 

Bei oraler Verabreichung betrigt die tédliche Dosis ein Vielfaches 
(3- bis 300fach) der intravendésen Dosis. 

Die subkutane Injektion fiihrte zu der bekannten sterilen Fiterung 
an der Injektionsstelle und bei entsprechenden Dosen zum Tode 
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Der Tod trat bei allen Applikationsweisen meist erst nach cinigen 
Tagen ein. 

Die drei in vitro am stirksten hamolytisch wirkenden Saponine: 
Digitonin, Primulasiure und Gypsophilasaponin wirken auch bei 
intravenéser Anwendung am giftigsten. Dagegen sind Guajac- und 
RoBkastaniensaponin intravenés, subkutan, per os und hamolytisch 
(in vitro) schwach wirksam. Fischen gegeniiber und beim Eintraufeln 
in die Augen von Kaninchen verhielten sich die Saponine ahniich, nur 
war hier Gypsophilasaponin auffallend schwach wirksam 

Es wurde ermittelt, wieviel Cholesterin bei den einzelnen Saponinen 
notwendig ist, um sie hamolytisch unwirksam zu machen. An Stelle 
der bisher verwendeten atherischen Cholesterinlésung, die fiir die 
quantitativen Versuche nicht zweckmabig wer, wurde eine Loésung 
von Cholesterin in Aceton benutzt. 

Am meisten Cholesterin verbrauchte das Sapotoxin, es folgen dann 
Primulasiure und Digitonin, am wenigsten verbrauchten Rofbkastanien- 
und Guajacsaponin. Eine direkte Proportionalitat zwischen Cholesterin- 
bindungsvermégen und der Toxizitat der Saponine scheint nicht zu 
hestehen. 
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Die Atropinhemmung 
und die Wirkung einiger organischer Siuren am Darm. 
Von 
L. Jendrassik und H. Tangl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest. ) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Hilfsaktion des ungarischen 
Hochschulvereins. ) 


(Eingegangen am 10. April 1925.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 
Vermindert man die Kationkonzentrationen der Tyrodelésung, 
so treten am umspiilten Kaninchendarm charakteristische voriiber- 


gehende Kontrakturen auf!). Es war von Interesse zu untersuchen, 
ob diese Kontrakturen denen der Pilocarpingruppe ahnlich sind oder 





einfache Muskelwirkungen darstellen. Diese Frage kann man mit 
Atropin entscheiden. Das Atropin hemmt bekanntlich die Kontrakturen 
der Pilocarpingruppe, Muskelwirkungen aber nicht 

Diese Versuche gaben Veranlassung, uns mit dem Atropin auch 
naiher zu beschaftigen. Namlich die Methode ist nur dann einwand- 
frei, wenn das Atropin selbst das fragliche Organ nicht beeinflubt 
Sehr stérend ist, wenn das Atropin auch allein im Sinne einer Vagus- 
hemmung wirkt. Um aus der Atropinhemmung NSchliisse ziehen zu 
kénnen, ist jedenfalls die genaue Kenntnis seiner Eigenwirkung not- 
wendig. In Versuchen am iiberlebenden Darm ist ganz besondere 
Vorsicht geboten, da die Eigenwirkung des Atropins hier nicht nur 
stark zutage tritt, sondern sich auch in verschiedenen Richtungen 
aubert. 

Wir fanden, da die Wirkung des Atropins am Darm auch 
von Bedingungen abhangt. die bisher nicht geniigend bekannt bzw. 
beriicksichtigt waren. Hieriiber wollen wir zuerst unsere Erfahrungen 


1) L. Jendrassik, diese Zeitschr. 148, 116, 1924. 
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erwihnen. Im zweiten Teile dieses Aufsatzes werden wir dann zeigen, 
da} auf Grund einer richtigen Kenntnis der Eigenwirkung des Atropins 
die Natur mancher Kontrakturen im neuen Lichte erscheint. 


Die Versuche sind an Kaninchen, zum Teil an Katzen angestellt. 
Unsere Methodik ist in dieser Zeitschrift 148, 116 beschrieben. Die ver- 
wendete Tyrodelésung war ohne Mg und Phosphat hergestellt und hatte 
daher die Zusammensetzung: 0,8 Proz. NaCl, 0,02 Proz. KCl, 0,02 Proz. 
CaCl,, 0,1 Proz. NaHCO,, 0,1 Proz. Glucose. Wir iiberzeugten uns aber, 
da die untersuchten Erscheinungen in Mg- und phosphathaltiger Lésung 
ebenso verlaufen. An den Abbildungen sind die Darmbewegurgen un. 
gefih~ dreimal vergréBert. 


[. Beziiglich der Eigenwirkung des Atropins miissen zwei Momente 
ins Auge gefaBt werden. Das eine ist bereits bekannt, aber nicht immer 
beriicksichtigt. Das zweite, das in Versuchen am iiberlebenden Darm 
fast ebenso wichtig ist, soll weiter unten beschrieben werden. 

1. Das Atropin kann den Darm sowohl hemmen, wie erregen, oft 
bleibt es aber ganz ohne EinfluB. In welchen Gaben das Atropin den 
Darm reizt bzw. lahmt, war eine seit langem bestehende Streitfrage, 
die erst vor einigen Jahren durch die Magnussche Schule in interessanter 
Weise geklirt wurde!). Wieland hat in Ubereinstimmung mit den Er- 
gebnissen friiherer Autoren nachgewiesen, da} aus dem Darm ein 
darmerregender Stoff in die umgebende Lésung diffundiert. Le Heuxr 
stellte fest, daB dieser Stoff Cholin ist. Als Hormon der Darmbewegung 
halt dieses die Amplituden bzw. den Tonus in bestimmter Héhe, und 
die Hemmung durch Atropin besteht eigentlich in der Ausschaltung 
der Cholinwirkung. Wird das Cholin zufolge einer langdauernden 
Umspiilung aus der Darmwand ganz entfernt, so erhalt man mit Atropin 
keine Hemmung mehr, in gréBeren Gaben tritt sogar seine erregende 
Eigenschaft zutage. 

Dies ist fiir die Beurteilung der ‘Atropinhemmung sehr wichtig. 
Auf Grund dieser Tatsachen ist es zu erwarten, daB am cholinhaltigen 
Darm Kontrakturen verschiedenster Natur durch Atropin mehr oder 
weniger gehemmt werden. Dies trifft auch tatsachlich zu. Die Abb. 1 
und 2 zeigen je eine Barium- bzw. Kaliumkontraktur, die auf Atropin 
ganz verschwinden. Bekanntlich sind sowohl K wie Ba typische Muskel- 
gifte. Das Atropin vermag. vor K oder Ba gegeben, ihre Kontrakturen 
nicht zu hemmen. 


1) R. Magnus, Die Naturwissenschaften, 1922; W.Wieland, Pfliigers 
Arch. 147, 171, 1912; J. W. Le Heux, ebendaselbst 173, 8, 1919; 179, 177, 
1920; 190, 280, 300, 1921; M. v. Kiithlewein, ebendaselbst 190, 99, 1921: 
K. Arai, ebendaselbst 198, 359, 1922: vel. auch K. Schiibel, Klin. Wochen- 
schrift 3, 687, 1924. 
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den Tonus auf das urspriingliche Niveau senker Abb. 2 13 tarke) 
Ba-Kontraktur ist diese Senkung minder ausgesproche Abb. Sa 1) 
wire verstandlich, wenn eime Potenzierung zwischen K und € 4 estel 
wiirde, zwischen Ba und Cholin aber nicht Soo miubte namblich a \uista 
der Cholinwirkung auch die K-Kontraktut ermindern \uffalend 
auberdem, dab die K-Kontrakturen durch Atropin (beim: Kaninehen) mu 
er Tonus keba bosalal der 


fir kurze Zeit aufgehoben werden, und d 
auf die urspringhehe Hohe urtck 


verfehlt ware anzunehmen, dali man 
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Abb. 2. Kaninchendarm 


(Versuch vom 10. NIL 1924.) Eine mittelstarke Bariumkontraktur 


wird durch Atropin fast vollstandig gehemmt 


so mubte man in den erste 


Stunden am bekommet Nach 


unseren Untersuchungen stimmt dies jedoch nicht immer zu Woh! 
die weiteren Gaben 


\tropinwirkung allein hierdurch bedingt 
isolierten Darm stets Hemmungen 


erzeugt die erste Atropingabe stets eine Hemmung 


kénnen jedoch ohne Wirkung bleiben oder rufen 


S. Abb. 5 und 6 Nament 


hei hoheren CGaben 


eine VergréBerung der Bewegungen herbei 


lich trifft dies ein, falls die erste Gabe gro war (0.1 bis 2 mg vier auch 


kleineren Gaben (0.005 bis 0.05 mg), wenn der Darm nicht gut 
wenn die Zeit zwischen den Gaben kurz 
Mit einem Verlust des Cholins kann 


da das Cholin erst viel 


nach 
ausgewaschen war. besonders, 
(3 bis 5 Minuten) bemessen wart 
Erscheinung unmdglich erklirt 
dem Darm weediffundiert 


werden 
Auberdem kehrt der Darm 
seinen friiheren Zustand 


dliese 
spater aus 


nach zwei- bis dreimaligem Auswaschen in 





























zurick, wo durch eine neuerliche Gabe wieder eine Hemmung erzeugt 
werden kann 

Hieraus ist es héchst wahrscheinlich. dab die Umstimmung des 
Darms durch das zurtickgehaltene und noch nicht vollkommen heraus 
diffundierte Atropin verursacht wird. Enthalt daher der Darm noch 
etwas Atropin, so vermag man mit neuerlichen Atropingaben kein 
Hemmung zu erziclen Hiermit dirfte wohl auch erklart werden 
warum cinig Autoren, bevor noch die Anwesenheit von Cholin im 
Darm bekannt war, die hemmende Wirkung kleiner Atropingaben 
leungneten. Die Hemmung ist aber stets nachweisbar, falls der Darm 
mit Atropin vorher noch nicht behandelt war oder daraus die Spuren 
vorangegangener Gaben entfernt worden sind Diese Erscheinung ist 
recht gut verstandlich, wenn man bedenkt, dab die Atropinhemmung 
in einer Ausschaltung der Cholinwirkung besteht. Da zur Aufhebung 
der gesamten Cholinwirkung bereits ganz kleine Atropingaben hin 
reichen, vermdogen weitere Gaben selbstverstandlich keine weitere 
Hemmung Zu verursachen 

Beim Arbeiten mit Atropin miissen diese Verhaltnisse stets vor 
\ugen gehalten werden. Waschen wir namlich das Atropin aus dem 
Darm nicht vollstandig aus. und rufen weitere Gaben keine Hemmung 
hervor. so ist es noch immer méglich. dal} die erste Gabe auf dem Weg 
einer Cholinhemmung wirkte 


Die Erscheinung verdient aber dje Aufmerksamkeit auch dadurch, 


dabies sich hierber um einen interessanten Fall der akuten pharmakologischen 
Gewehnung handelt Diese wird hier einfach durch die Zuriickhaltung 
kleiner Mengen des Mittels bedingt., und zwar dadurch, dab die Wirkung 
ines im Organ enthaltenen Stoffes, des Cholins, paralysiert Endlich 


t diese Gewdhnung auch deshalb interessant, weil die Anwesenheit) von 


\tropin an dem Bewegungszustand des Darmes oft entweder tberhaupt 
nicht, oder doch mur kaum zu erkennen ist Man kann namlich feststellen, 
dab die Bewegungen auf Atropin, anfanglich stark abnehmen, neanchima 
elbst ganz aufhéren, nachher werden sie aber allmahlich hehe Meisten 
erreichen sie die urspriinglichen Amplituden nieht. Nur in eimem klemeren 


Veile der Falle kelren sie zur urspriinglhichen Hohe zartick (wascht man 


das Organ in 12 bis 15 Minuten drei- bis viermal mit neuer Losung aus 
md entfernt somit das Atropin, so kehren die Amplituden immer zuriuck 

Is fragt sich mun, wie das Versehwinden der Atrepinwirkung zustande 
koconnnrnat Es ist mdghlch. dab auch beim Atropimn ov Aufhaufung Kon 
cntrationszunalime) starker wirkt als die Anwesenheit des Ciftes Wi 
hatten daher mit emer ,.Augmentationswirkung” zu tun Wir glauben, 
dal Weblgstens Zum eal a ich cliese1 Mechantsmus th Spe ke ist Dx 


\tropinwirkung gehért daher in die Kategori der vortibergehenden odet 
teal vortibergehenden Wiurkungen Es kann auch sem, dali der Ausfall 
der Cholinwirkung die Erscheinung verursacht Beim Auswaschen von 


Cholingaben, die Kontraktur erzeugten, sehen wir oft eine voriibergehende 


gl. L. Jendrassik, diese Zeitschr. 148, 116, 1924: L. Jendrassik 
und #. Moser, ebendaselbst 162, 94, 1924. 
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Senpkung ck Tonus unterhalb des urspriinglichen Niveaus Ks ist aber 
ch Cie Méglichkeit ins Auge zu fassen, daB das Atropin am Darn 
_ dnanent wirkt, jedoch allmahlich so viel Atropin sich anhauft, dab seine 
erregende Wirkung tmmer mehr in den Vordergrund tritt So wtirde das 
\tropin die Rolle des Cholins tibernehmen. Nur unter Zuhilfenahme det 
letzteren Erklarungswetse ist es zu verstehen, warum nach Zusatz frischer 
Pvrodel6sung zum Darme die neuerliche \tropingabe (wenigstens voriiber 
yehend) die Bewegungen minder stark senkt als die erste Gabe Is ist 
somit in der Atropingew6hnung des Darmes auffallend, dab im Bewegungs 
zustand des Darmes gewoéhnlich kleinere Verinderungen zuriickbleiben, 
als das Verstandnis der Wirkungslosigkeit neuerlicher Gaben erheischt 
In einem Versuch (Abb. 6) haben 0,04 mg \tropin eme voritibergehende 
Wirkung entfaltet Spiter nach dem Auswaschen war dieselbe Gabe ohne 
jede Wirkung, obgleich die Amplituden der Bewegungen keineswegs kleinet 
waren als anfanglich 
Ungewohnilich ist diese Erscheinung auch insofern, als kleine zuriick 
yehaltene Mengen des CGiftes die Wirkung fernerer Giftdosen herabsetzen 
Bei anderen Alkaloiden, beispielsweise beim Pilocarpin, beobachtet man 


gerade das Entgegengesetzte: nach dem Auswaschen der ersten Gabe 
verursacht dieselbe Menge eine gréBere Kontraktur als die erste und ein 
dritte Gabe eine noch gréBere als die zweite Auch diese Erscheinuny 
pflegt man damit zu erkliren, daB vor Darme kleine Pilocarpinmengen 
zuruckgehalten werden! \uffallend ist daher, daB beim Atropin dis 


zuriickgehaltenen Giftmengen die Wirkung weiterer Gaben in entgegen 
gesetzter Richtung beeinflussen 





Abb. 3a. Kaninchendarm. (Versuch vom 10). XII, 1924) 
Die erste Bariumkontraktur wird durch Atropin betrachtlich gesenkt. Nach einmaligem Auswascher 
wird der Versuch wiederholt: Atropin ist fast unwirksam 


Wo. Storm van Leewwen und v.d. Broeke. Arch. f expel Path. u. 
Pharm. SS, 1920 
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Abb. 3b. Kaninchendarm. (Versuch vom 10. XII. 1924.) 
Die erste Bariumkontraktur wird durch Atropin betrachtlich gesenkt. Nach einmaligem Auswascher 
wird der Versuch wiederholt: Atropin ist fast unwirksam 


Die Gewohnung gegeniiber Atropin ist auch bei Kontraktur 
he mimunYven mie rksam Wird clie W irkung eines muskelreizenden Stoffes 
beim ersten Versuch betrachtlich verringert, so ist dieser EinfluB des 
\tropins beim W iederholen des Versuches (nach \uswaschen des 
Darmes) kleiner oder bleibt auch vollstandig aus (vgl. die Abb. 3a 
und 3b 

Aus dem Gesagten ergibt sich, dab eine durch Atropin hemmbare 


Kontraktur nur dann auf pilocarpinartige Reizung zurtickgefiihrt 





Abb. 4a und 4b. Kaninchendarm. (Versuch vom 17. IV. 1924) 


Kontraktur durch Natriumacetat wird durch nachtraglich verabreichtes Atropin vollstandig gehemmt 


Nach einmaligem Auswaschen hat diese!be Gabe Atropin keine Wirkung 
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Abb. 5. Kaninchendarm. (Versuch vom 2. VII. 1924 
Starke, zum Teil voriibergehende Wirkung durch Atropin. Die Atropin enthaltende Tyrodelosun, 
wird bei Ty entfernt, aufyetangen und mit frischer Losung ersetzt Bei ‘I Atropin wird dic 


\tropin enthaltende Flussigkeit von Nevem gegeben. Sie hat keine Wirkung me 


werden darf falls der Darm kein Cholin) mehr” enthalt Stets 
darf aber die praventive Wirkung vorher gegebenen \tropins als 
beweisend betrachtet werden Dagegen darf die Kontraktur auf eine 
vagusartige Wirkung nicht bezogen werden in Fallen. wo die Hemmung 
durch nachher gegebenes Atropin nut unvollstandig ist und das Niveau 
nicht auf die urspriingliche Hohe herabsinkt 

Il. Bei der Untersuchung von Darmkontrakturen werden cic 
erwahnten Verhaltnisse nicht von allen Beobachtern beriicksicht 
wie wir dies weiter unten noch besprechen werden. In diesen Fehtles 
ist auch einer von uns!) verfallen, als er den Einflul eines mit Ringer 
Lockelésung hergestellten Kaninchenvorhofextrakts auf ino Tyrod 
«sung géehaltenen Darm untersuchte. GréBere Gaben dieses Extrakts 
rufen am Darm Kontrakturen hervor Da nachtraglch verabreicht 
\tropin diese Kontraktur vollstandig antagonisieren kann, bezog et 
die Wirkung auf eine Vaguserregung. Nach einmaligem Auswasche! 
verabreichte zweite Gabe Atropin erzeugte in diesen Versuchen kein 
Hemmung,. sogar eine Verstarkung der Bewegungen 

Es wurde dieser Versuch seither in zahlreichen Fallen wiederholt 
und es zeigte sich die Kontrakturhemmung nicht immer vollstandig 
Versetzt man den Darm nach der ersten Atropingabe nur einmal mit 
frischer Lésung, so entsteht nach Zufiigung des Extrakt» wohl ein 


Kontraktur, sie wird jedoch durch Atropin entweder tiberhaupt nicht 


L. Jendrassik, diese Zeitschr. 144, 520 “4 
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oder nur wenig verringert Auf Grund dieser Erfahrung darf dis 
darmerregende Wirkung des Vorhofextraktes nicht mit Anwesenheit 
eines pilocarpinahnlich wirkenden Stoffes erklirt werden. Wird eine 
Kontraktur durch nachher gegebenes Atropin gehemmt, und ergibt nach 
\uswaschen des Darmes dieselbe Dosis Atropin (als Kontrolle gegeben) 
keine Wirkung, so beweist dies noch durchaus nicht, dali der Darm 
schon kein wirksames Cholin mehr enthalt (darum ware die Wirkung 
im Kontrollversuch ausgeblieben), und dali der kontrakturerzeugende 
Stoff dem Pilocarpin ahnilich wirkt Es ist ebenso moglich, dal im 
ersten Versuch nur der durch Cholin aufrechterhaltene Teil des Tonus 
aufgehoben wird: im Kontrollversuch ist das Atropin unwirksam,. weil 
der Darm ihm gegentiher unempfindlich geworden ist Im Versuch 
der Abb. 4a und 4b ist letzteres der Fall Der obengenannte Fehler 
findet seine Entschuldigung darin, dali diese Wirkungen des Atropins 
noch nicht vollstandig bekannt waren. Auch in Arbeiten der Utrechter 
Schule wird die Hemmung durch nachtraglich gegebenes Atropin als 


Beweis fiir die cholinartige Wirkung gedeutet ') 





Le Heux, dem wir den Nachweis des Cholins im Darme verdanken 
erklarte auch die erregende Wirkung gewisser organischer Salze auf 
den Darm mit der Anwesenheit von Cholin Seiner Meinung nach 
rufen Natriumacetat, -Propionat, -Butyrat und -Pyruvinat ihre Wirkung 
dadurch her, or, dab aus ihnen unter dem EinfluB eines gewissen Ferments 
(Cholinester erstehen und dadurch die Wirkung des vorhandenen Cholins 
wesentlich erhéhen. Aus den Arbeiten von Reid Hunt und Taveau?) ist 
es bekannt. dali gewisse Ester des Cholins in demselben Sinne, jedoch 
bedeutend starker wirken als Cholin selbst. Nach Le Heux wirkt z. B 
\cetyvicholin auf) Kaninchendarm 500. bis LOOOfach starker Der 
Mechanismus dieser Wirkung ist in der Pharmakologie insofern prinzipiel! 
neu, als hier die verabreichte Substanz vorerst mit einem Hormon 
in den Geweben sich chemisch verbindet und erst das entstandene 
Produkt die sichtbare Wirkung verursacht 

Unter den Beweisen, die Le Heuxy zur Stiitzung seiner Auf 
fassung heranzieht, wird auch angefiihrt. dais das nachtriglich 
vegebene Atropin die Wirkung dieser Salze hemmt. Dies entspricht 


der Hyvpothese, da die Cholinester alle durch Atropin antagonisierbare 





Ciifte sind 


Interessant ist, dai in der Fu®note einer friheren Arbeit) von 
kL. Bachmann aus demselben Institute (Pfliigers Arch. IS%, 261. 1921 
schon der Hinweis gemacht wird, dab wegen EFigenwirkung des Atropins 


eme nachtrighche Hemmung nicht beweisend ist 
Reid Hunt and Rode M. Taveau. zitiert nach Le Heuwa, Pihiges Areh 


73. 12. 19S 
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Da auch aus anderen Griinden diese Auffassung der Acetatwirkung 
uns nicht sehr wahrscheinlich schien. wiederholten wir dicse Versuche 


Wir untersuchten vor allem, ob vorher gegebenes Atropin die Acetat 





wirkung zu verhindern imstande ist +O bis 200 mg kristallinisches 
Na-Acetat verursacht in der verwendete glykoschaltige Tvrode 
losung nach kurzer Lahmung von LO bis 30 Sekunden (dies kommt 
nicht immer zustande) eine Verstarkung der Bewegungen, oft auch ein 
niedrige Kontraktur. Die Kontraktur ist haufig von voriibergehender 
Natur. die Verstarkung der Bewegungen halt dagegen linger (2 Minuten 
oder auch manent) an Nach dem Auswaschen des Salzes (wo dic 
acetathaltige Losung durch frische Tyrodelésung ersetzt wird) labt 
sich nichts Besonderes wahrnehmen: der urspriingliche Bewegungs 
zustand kehrt sobald zuriick Auch gréBere Gaben erzeugen kein 
stiirkere Kontraktut Dies vermag darin seine Erklarung finden 
daB durch viel (Na) die Amplituden verringert werden. Die anfanglich 
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Abb. 6. Kaninchendarm. (Versuch vom 19. XII. 1924.) 
Voriibergehende Wirkung durch Atropin, zweite Gabe unwirksam Bei Ty frische Losung 
Na-Acetat ist auch nach Atropin wirksam und wird jetzt auch durch nachtraglich gegebenes 
Atropin nicht gehindert 








Abb. 7. Kaninchendarm. (Versuch vom 2. I. 1925.) 
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Mittelstarke Kontraktur von Acetylcholin wird durch Atropin vollstandig gehemm Neue Gahe 

von Acetylcholin unwirksam (Die schwachen Bewegungen wurden auct bne Acet iv 
erscheinen.) Na-Acetat unwirksam 
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zur Beobachtung gelangte fliichtige Lahmung., deren Zustande 
kommen Le Heux nicht erklart, kann  vielleicht darauf zuriick 
gefiihrt werden, dai die Essigsiure, die als hydrolytisches Spalt- 
produkt des Salzes vorhanden ist, frither in die Muskelschicht 
eindringt als das NaOH und hier als saurewirkend eine Lahmung 
hervorruft. 

Die erregende Wirkung des Na-Acetats wird durch nachtraglich 
verabfolgtes Atropin verringert, wie dies auch Le Heux beobachtete 
Freilich kann man hieraus nicht erfahren, wieweit dies durch die 
Beeinflussung der Acetatwirkung und wieweit durch die Beeinflussung 
der Cholinwirkung bedingt ist. Gibt man dagegen zum Darm vorher 
z. B. 0,04 mg Atropinsulfat und nachher das Acetat, so kommt die 
Wirkung ebenfalls zutage. Das nachher in ebensolcher Menge gegebene 
Atropin bleibt wirkungslos, zum Zeichen, daB es die durch Na-Acetat 
hervorgerufene Engung nicht zu hemmen vermag. 

Dieser Umstand schlieBt die Méglichkeit aus, dap die Wirkung auf 
dem Entstehen von Acetylcholin beruhe. Selbst sehr grobe Gaben von 
Acetylcholin wirken nicht nach vorheriger Verabfolgung von Atropin. 
In dem Versuch der Abb. 7 hat Acetylcholin (das ungefahr 0,005 mg 
Cholin entsprach), das aus Cholin und Acetylchlorid hergestellt worden 
war, eine mittelstarke Kontraktur erzeugt, die bedeutend starker war, 
als man sie durch beliebig groBe Na-Acetatgaben hervorzurufen 
vermag. Nachher versetzten wir den Darm mit 0,04 mg Atropin, 
hierauf das Zweifache der vorher gegebenen Acetylcholinmenge (also 
ungefahr 0.01 mg) und selbst diese konnte nicht die Mischung des 
Atropins durchbrechen. Na-Acetat (200mg) hat jedoch auch _ hier- 
nach gewirkt. 

In glvkosefreier Lésung entstehen die Wirkungen ganz ahniich, nur 
bekommt man da bereits mit 20 bis 50mg Na-Acetat wahrnehm- 


bare Wirkungen. Dies entspricht den Xrfahrungen von Le Heuz, 
wonach die Empfindlichkeit des Darmes in solchen Lésungen diesen 
Salzen gegeniiber erhéht ist. Vorher gegebenes Atropin hemmt auch 


hier genau so. 

Mit Na-Propionat, Na-Formiat und Na-Butyrat verhalt es sich 
ebenso wie mit Na-Acetat. Nach Atropin gegeben, wirken sie vollstandig 
ungestort. 

Mit freier Essigsiure (25 mg) oder Propionsiure (25 mg) erhalt man 
bedeutende (mittelhohe) Darmkontrakturen. Dieselben sind viel aus- 
gepragter, als man sie mit irgendwelcher Gabe von Salzen erzeugen kann. 
Nach Le Heux’ Auffassung kénnte man dies damit erklaren, daB im weniger 
alkalischen Medium die Estersynthese leichter vonstatten geht. Das Fehlen 
einer hemmenden Wirkung des vorher gegebenen Atropins |aBt jedoch 
diese Erklarung nicht aufrechterhalten. Da die verursachten Kontrakturen 
hier gréBer sind, ist die Unwirksamkeit des Atropins hier sogar viel 
auffallender. 
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Es ergibt sich noch die Frage, warum die freie Saéure starker wirkt 
als das Salz. Eine Erklirungsméglichkeit ware die, daB die mehr saure 
Reaktion daran schuld triagt, vielleicht dadurch, daB die Kontrakturen 
durch das Essigsiuremolekiil verursacht werden. In der Na-Acetat ent 
haltenden Lésung wire folglich nur die bei der Hydrolyse entstehende 
Essigsiure wirksam. Es wire dann verstiindlich, daB die freie Saure (von 
der die verwendete Menge von 25 mg das py der Tyrodelésung von 7,7 
auf 7.0 herabsetzte) mehr Essigséiuremolekiile liefert und daher eine inten- 
sivere Wirkung entfaltet. Gegen diese Erklaérung spricht jedoch, dab 
Ansaiuern mit HC! die Wirkung von Acetat nicht verstaérkt. Fiigt man 
zur Acetatlésung so viel HCI hinzu, daB das py ebenfalls 7,0 betragt (Be- 
stimmung mit einfarbigen Indikatoren nach Michaelis), so gewinnt hierdurch 
die Wirkung des Na-Acetats nicht, ja sie pflegt weniger ausgesprochen 
zu sein als die von Na-Acetat allein. Die Tatsachen sprechen also gegen 
die obige Erklarung. Jedenfalls verringert aber die Wirkung des Na-Acetats 
gegeniiber der freien Essigsiture der Umstand, daB damit auch die (Na’) 
der Lésung gesteigert werden, wodurch, wie bereits erwahnt, die Amplituden 
sich verkleinern. Dieser Umstand spielt sicherlich eine Rolle. Méglich 
ist auch, daB die Verunreinigungen, die in den freien Sauren stets vor- 
kommen, eine staérkere Wirkung als Essigsiiure haben. 

Die erwaihnten Versuche beweisen, daB die erregende Wirkung der 
untersuchten organischen Siéiuren und Salze auf den Darm durch Atropin 
nicht zu hemmen sind. Thre Wirkung beruht daher hauptsiichlich nicht 
auf Bildung von Cholinestern. Findet das trotzdem statt, so ist es fiir 
die Wirkung sicher von ganz untergeordneter Bedeutung. Die Wirkung 
ist am atropinisierten Darme fast ebenso stark wie am normalen. Die 
kleine Differenz spricht aber auch nicht dafiir, daB dabei ein parasympa- 
thisches Gift mitspielt. Atropin kann auch die Héhe von Ionkontrakturen 
verringern. So ist die Héhe einer Kaliumkontraktur nach Atropin oft 
kleiner als vorher (vgl. Abb. 2). 

Auch andere Umstiinde lassen sich gegen die Erklarungsweise von 
Le Heux anfiihren. So wirkt nach Rona und Neukirch') Na-Pyruvinat 
auch auf das Herz, und zwar auch hier in positiv inotroper Richtung. Dies 
entspricht vollkommen dem Muskelgiftcharakter dieser Saure, widerspricht 
jedoch der Erklarung von Le Heux, da am Herzen die Cholinester negatiy 
inotrop (oder chomotrop) wirken. Hat die Brenztraubensaéure am Herzen 
eine solche Wirkung, so ist es zu erwarten, daB sie auch am Darme ahnlicher- 
weise zu wirken imstande ist. Auch sonst wire es eigentiimlich, wie eine 
Enzvmreaktion, die zur Esterbildung fiihrt, bereits in einigen Augen- 
blicken zum Gleichgewichtszustand gelangen kénnte. Die Kontraktur 
vergréBert sich naimlich mit der Zeit gewéhnlich nicht mehr, gleich am 
Anfang innerhalb 4% bis 114 Minuten erhailt man das maximale Niveau, 
spater pflegt sich sogar eher eine Erniedrigung einzustellen. Koénnte man 
im Darme alles Cholin zu Acetylester umwandeln, so miiBte man Kontrak- 
turen von maximaler Stirke erhalten. Solche mii®te man auch beobachten, 
wenn die ganze Menge des verabreichten Acetats zu Ester sich verwandelte. 
Man kénnte die Esterbildung nur auf die Weise vorstellen, daB das Reak 
tionsgleichgewicht nur die Existenz von ganz kleinen Estermengen zulieBe 
und dieses Gleichgewicht bereits am Anfang der Wirkung erreicht wird. 


1) P. Neukirch wnd P. Rona, Pfliigers Arch. 148, 285, 1912. 
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Bei Fermentreaktionen pflegt sich jedoch der Gleichgewichtszustand 
keineswegs in so kurzer Zeit anzunahern. 

Auch ein anderer Beweis von Le Heux ist nicht vollwertig. Er gibt 
an, daB an stark gewaschenen Darmen, wo das Atropin schon unwirksam 
ist, auch die untersuchten Salze nicht wirken. Er erwihnt aber in seiner 
Arbeit nur, daB Gaben, die anfanglich wirksam waren, nach dem Auswaschen 
von keinem EinfluB sind, untersuchte aber nicht, ob gréBere Gaben eine 
Wirkung haben. Fiir seine Ansicht ware nur beweisend, wenn auch grobe 
Gaben wirkungslos wiiren. So ist recht médglich, daB beim Auswaschen 
der Darm in hypodynamen Zustand geraét und seine Empfindlichkeit 
gegen bestimmte chemische Agenzien kleiner wird. Wenn die Wasch- 
fliissigkeit die urspriingliche Reaktionsfahigkeit dem Darme  zuriick- 
zugeben vermag, so ist das auch nicht ohne weiteres seinem Cholin- 
und Fermentgehalt zuzuschreiben. Hierfiir kénnten einfach = die 
ausgewaschenen ,,Lipoide’ verantwortlich sein, ahnlich wie in den Ver- 
suchen von Clark’). 

Als unsere Arbeit bereits abgeschlossen war, wurden uns die neuen 
Ergebnisse der Abderhaldenschen Schule bekannt. Abderhalden, Paffrath 
und Sickel lassen zwar die Méglichkeit der Esterbildung zu, urteilen aber 
hezg!. dieser Versuche Aahnlicherweise *). 


Zusammenfassung. 


1. Die Hemmung von Darmkontrakturen durch nachtraglich 
verabfolgtes Atropin beweist keineswegs, dali die Kontraktur der 
Pilocarpinwirkung ahnlich ist. Auch die Eigenwirkung des Atropins 
kann eine Tonussenkung zustande bringen Kleinere Barium- und 
Kaliumkontrakturen kénnen mit Hilfe von Atropin vollstandig ge- 
hemmt werden. 

2. Die Wirkung kleinerer Gaben von Atropin ist zum Teil oder 
ganz voriibergehender Natur. Nach unvollkommenem Auswaschen 
wirken neuerliche Atropingaben nicht. wenn auch der Bewegungs- 
zustand des Darmes zum urspriinglichen Zustand zuriickgekehrt ist 
Nur nach wiederholtem Auswaschen erlangt der Darm seine normale 
Empfindlichkeit gegeniiber Atropin wieder Die Gewéhnung wird 
wahrscheinlich durch kleine zuriickgehaltene Mengen des Giftes ver- 
ursacht. 

3. Wird eine Kontraktur durch nachtraglich verabreichtes 
Atropin beim Wiederholen des Versuchs nicht vollstandig zum 
Schwinden gebracht, so spricht dies gegen eine pilocarpinahnliche 


Wirkung. 


') A.J. Clark, Journ. of Physiol. 54, 275, 1920. 
2) EB. Abderhalden, H. Paitrath und H. Sickel, Pfliigers Arch. 204, 246, 


1925. 
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4. Unter Zuhilfenahme von Atropin laBt sich nachweisen, dab 
die Wirkung von Na-Acetat, Na-Propionat und Na-Pyruvinat nicht 
durch das Entstehen von Cholinester bedingt ist. Ihre Wirkung tritt 
nimlich auch nach vorheriger Behandlung des Darmes mit Atropin 
zutage, wihrend Acetylcholin in solechen Fallen, selbst 


in groben 
Gaben, unwirksam ist. 


Freie Essigsiure und Propionsaure wirken 
starker als ihre Salze. Dies wird aber nicht durch das héhere Cy 
verursacht. Auch die Wirkung der freien Sauren wird durch Atropin 
nicht gehemmt. 





